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RESUMEN 
El presente estudio fue desarrollado con el objetivo evaluar dos metodos de 
sincronización de la emergencia de la onda folicular y dos frecuencias de 
recolección para la obtención de ovoatos mediante aspiración folicular 
transvaginal guiada por ecografia y su posterior influencia sobre el ciclo sexual 
de las hembras tratadas Este trabajo fue realizado en la Unidad de 
Biotecnologia del Centro de investigacion en Biotecnologia Agropecuaria de la 
Facultad de Ciencias Agropecuanas de la Universidad de Panamá En el 
mismo se utilizaron 16 novillas de la raza Brahman las cuales contaban con un 
peso aproximado de 820 a 1125 libras edades entre 34 y 46 meses condición 
corporal de 3 5 a 4 0 (escala de 1 a 5) y todas se encontraban aciando Todos 
los animales fueron sometidos a sesiones de aspiración durante siete semanas 
En un diseño de bloques completamente al azar con arreglo factorial 2x2 
fueron conformados cuatro grupos (cuatro animales por tratamiento) en función 
de la sincronización de la onda folicular (por punción o por el método hormona 
usando benzoato de estradiol más progesterona) y la frecuencia de aspiración 
empleadas (de una o dos veces a la semana) quedando los tratamientos 
distnbuidos de la siguiente manera tratamiento uno se sincronizó la onda 
mediante punción folicular y se realizó una aspiración semanal (T1 P1x) 
tratamiento dos se sincronizó la onda mediante punción folicular y se realizaron 
dos aspiraciones semanales (T2 P2x) tratamiento tres Se sincronizo la onda 
VI 
mediante el método hormonal y se realizó una aspiración semanal (T3 H1x) 
tratamiento cuatro se sincronizó la onda mediante el método hormonal y se 
realizaron dos aspiraciones semanales (T4 H2x) Se obtuvieron promedios 
semanales de numero de foliculos aspirados en el orden de 18 5 ±1 3 35 5 ±1 3 
18 4 ±1 3 36 2±1 3 y COCs recuperados de 12 O ±0 8 17 6 ±0 8 11 3 ±0 8 y 
19 5 ±08 para los tratamientos Ti P1x T2 P2x T3 H1x y T4 H2x 
respectivamente El numero de foliculos aspirados y el total de COCs 
recuperados por sesion para los tratamiento T1 P1x T2 P2x T3 H1x y T4 H2x 
fue de 185 ±12 178 ±12 184 ±12 18 1±1 2 y 120 ±06 88 ±06 113 ±06 
9 7 ±0 6 respectivamente Se concluyó que no existen diferencias significativas 
para numero de foliculos aspirados numero de COCs obtenidos y calidad de 
COCs recuperados independientemente del método de sincronización de la 
onda folicular La frecuencia de aspiración dos veces a la semana permite la 
disponibilidad de mayor numero de foliculos para la aspiración y más complejos 
COCs por semana pero igual cantidad de foliculos y mayor cantidad de COCs 
son obtenidos por sesión de aspiración cuando se emplea la frecuencia de 
aspiración una vez a la semana Las frecuencias de aspiración de una o dos 
veces a la semana no afectan la calidad de los ovocitos recuperados El numero 
promedio de folículos aspirados de ovocitos recuperados y de ovocitos por 
calidad fue analizado empleando el procedimiento GLM de SAS (The SAS 
System) 
Palabras Clave Aspiración folicular sincronización de la onda folicular 
frecuencia de recolección obtención de ovocitos 
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ABSTFtACT 
This research was developed to evaluate two methods of synchronization of 
follicular wave emergence and two frequencies of collection to obtain oocytes by 
transvaginal follicular aspiration guided by ultrasound and its subsequent 
influence on the female sexual cycle treated This work was performed at the 
Brotechnology Center of Research in Agncultural Biotechnology of the Faculty of 
Agncultural Sciences of the University of Panama In the same using 16 
Brahman herfers race which had an approximate weight of 820 to 1125 pounds 
ages 34 and 46 months body condition of 3 5 to 4 0 (scale of 1 to 5) and ah l of 
them were cycling All animals underwent aspiration sessions for seven weeks 
In a block design randomized 2x2 factonal arrangement were formed four 
groups (four animals per treatrnent) depending on the synchronization of 
follicular wave (by puncture or by the method using hormone estradiol benzoate 
plus progesterone) and suction frequently used (one or two times a week) 
leaving the treatments were distributed such as treatrnent one the wave was 
synchronized by follicular puncture and the aspirations were once weekly (T1 
P1x) treatment two wave synchronized by follicular puncture and the aspirations 
were twice weekly (T2 P2X) treatment three the wave was synchronized by 
hormonal method and the aspirations were conducted once weekly (T3 H1x) 
treatment four the wave was synchronized by hormonal method and there were 
two weekly aspirations (T4 H2x) Weekly average were aspirated follicle 
numbers in the order of 18 5 ±1 3 35 5 ±1 3 18 4 ±1 3 36 2 ±1 3 and COCs 
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recovered from 12 0 ± 0 8 17 6 ± 0 8 11 3 ± O 8 and 19 5 ± O 8 for treatments 
Ti P1x T2 P2x T3 H1x and T4 H2x respectively The number of follicles 
aspirated and the total number of COCs recovered per session for Ti P1x T2 
P2x T3 H1x and T4 H2x was 185 ±12 178 ±12 184 ±12 181 ±i2 and 
12 0 ±0 6 8 8 ± 0 6 11 3 ± 0 6 9 7 ± O 6 respectively 11 was concluded that no 
significant dIfferences for number of follicles aspirated number of COCs obtained 
and quality of COCs recovered regardless of method of synchronizing follicular 
wave The frequency of aspiration twice a weekly allows the twice a week allows 
the availability of more numbers of follicles for the aspiration and more complex 
COCs per week but still much greater number of follicles and COCs are 
obtained by aspiration session when using the frequency of aspiration once a 
week The frequency of aspiration of one or tutee a week does not affect the 
quality of oocytes retneved The average number of follicles aspirated oocytes 
recovered and oocyte per quality was analyzed by using the GLM procedure of 
SAS (The SAS System) 
Key Words Follicular aspiration follicular wave synchronization frequency of 
collection collection of oocytes 
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1 INTRODUCCIÓN 
En la actualidad el hombre se ha visto obligado a buscar alternativas que 
puedan satisfacer la constante demanda de productos alimenticios de ongen 
animal y precisamente en la busqueda de dichas alternativas es que se han 
desarrollado las actuales biotecnologias las que han contnbuido en el avance 
de este propósito 
Dentro de las biotecnologias de la reproducción la transferencia de embriones 
bovinos se ha constituido en una importante herramienta en el mejoramiento 
genetico y por ende productivo de los rebaños La misma a grandes rasgos 
consiste en la obtención de vanos embriones generados por una hembra 
donante los cuales serán posteriormente transferidos a hembras receptoras 
(sincronizadas) permitiendo de esta forma incrementar la tasa reproductiva de 
hembras de excelentes caractensticas fecundadas con toros de alta genética 
La transferencia de embriones contempla dos vanantes utilizadas en la 
producción de los mismos La primera y la más comun es mediante la aplicación 
fr 
de hormonas a las vacas donadoras para inducir la superovulación y 
posteriormente lograr la fecundación ya sea mediante monta natural o 
comunmente por inseminación artificial No obstante en la superovulacion el 
principal problema es la gran variabilidad individual en la respuesta de cada 
a
ll
nimal ya que de todas las donantes que se someten a la sobre-estimulación 
c.
II
vanca entre un 15 y un 20 por ciento no producen embnones trasfenbles (de 
2 
ArInas 2007) Sin mencionar que los costos de la misma son bastante elevados 
mies las hormonas utilizadas encarecen esta práctica 
B Sado en estos aspectos desfavorables surge como otra alternativa la 
ottención de embnones por fecundación in vitro (FIV) Esta técnica consiste en 
l'Arar la fecundacion de ovocitos bajo condiciones de laboratono (fuera del 
ormganismo animal) siendo obtenidos estos ya sea de animales destinados al 
rumí:mero o en animales vivos utilizando la tecnica de aspiración folicular Para 
el . caso de los animales de matadero se deben obtener sus ovanos y luego 
extraer sus ovocitos Sin embargo aunque estos representan la fuente más 
abundante de ovocitos no garantizan la obtención de embnones a partir de 
animales individuales ya que se pierde la identificación de la donadora durante 
el proceso de sacrificio y manipulación de los ovarios en el matadero Por otra 
parte se elimina la posibilidad de repetibilidad del proceso ya que el animal en 
cuestión deja de existir después del sacrificio ni tampoco se puede garantizar 
que estos provengan de hembras de alto valor genético o libres de 
enfermedades (Nava y Hernández 2005) sin mencionar que ya una vez 
empleados estos ovanos solo podemos desecharlos 
Ante esta situación la obtención de ovocitos de una hembra viva mediante la 
aspiración folicular transvaginal (Ovum Pick Up OPU) guiada por ecografla 
parece ser la variante que representa la alternativa más viable para lograr 
satisfacer las necesidades de ovocitos en un sistema de producción continua de 
embnones 
3 
La aspiración folicular transvaginal es una técnica mediante la cual los ovocitos 
inmaduros son recolectados de los foliculos en los ovarios de una vaca viva por 
aspiración guiada mediante ultrasonografia a través de la pared vaginal para 
posteriormente ser llevados a la maduración fertilización cultivo III vitro hasta 
blastocisto 
Dicha técnica fue utilizada inicialmente asegura Palma (2008) en ginecologia 
humana y empleada en ganado bovino por primera vez a finales de la década de 
los 80 Posteriores ensayos llevaron a principios de los 90 hasta un método 
poco invasivo y con alta repetibilidad para la recolección repetida de ovocitos de 
vacas donantes vivas 
La técnica de aspiración folicular transvaginal guiada por ecografia se adoptó 
para ser utilizada en donantes vivas y recolectar los ovocitos en forma repetida 
de novillas seleccionadas y vacas de alto ménto genético (Kruip et al 1994) e 
inclusive de hembras prepuberes (Nava y Hernández 2005) para producir gran 
cantidad de terneros con cualidades productivas conocidas acortar el intervalo 
generacional en los programas de producción de ganado (Palma 2008) 
También para acelerar las pruebas de progenie de evaluación genética de 
sementales (Nava y Hernández 2005) Pieterse et al (1988) indicaron que el 
objetivo prioritario es producir más embriones y preneces por vaca donante que 
por medio de la superovulación con los programas convencionales de 
transferencia de embriones 
Hasta hace poco tiempo la aspiración folicular transvaginal era realizada 
generalmente en momentos aleatorios del ciclo estral (Hendnksen et al 2004 
4 
Machatkova et al 2004) Sin embargo la creciente necesidad de mejorar la 
eficiencia de la técnica de modo que se puedan obtener mayor y mejor calidad 
de ovocitos apunta hacia el empleo de protocolos previos a la aspiracion 
El numero de folículos disponibles para la aspiracion folicular presenta grandes 
yanacones dependiendo de la fase del crecimiento folicular siendo el inicio de 
la onda el momento más favorable para la recuperación ya que como menciona 
De Rover et al (2005) más foliculos resultan en más ovocitos 
Es por esto que protocolos que permitan sincronizar la onda folicular de modo 
que se pueda realizar la aspiración al inicio de esta como lo son el empleo de 
frecuencias de aspiración más cortas y prestimulacion hormonal usando 
benzoato de estradiol y progesterona inyectables son sujeto de nuestra 
investigación 
Objetivo General 
• Evaluar dos metodos de sincronización de la emergencia de la onda folicular 
y dos frecuencias de recolección para la obtención de ovocitos mediante 
aspiración folicular transvaginal guiada por ecografía y su posterior influencia 
sobre el ciclo sexual de las hembras tratadas 
Objetivos EspecIficos 
• Obtener ovocrtos in vivo a partir de hembras de alto potencial genético 
empleando la técnica de aspiración folicular transvaginal evaluar su calidad 
5 
morfológica y en función de esta determinar la aptitud de los mismos para 
programas de fecundación in vitro 
• Evaluar dos métodos de sincronización de la emergencia de la onda folicular 
y determinar su efectividad en programas de aspiración folicular 
fundamentado en la mayor cantidad y mejor calidad de ovocitos recuperados 
• Conocer la frecuencia de recolección en la cual se obtienen mejores 
resultados de ovocitos colectados tanto en cantidad como en calidad 
• Estudiar el efecto de la aspiración folicular sobre la presentación del celo en 
las vacas tratadas luego de finalizado el periodo de aspiración 
Hipótesis 
Ho La técnica de aspiración folicular transvaginal guiada por ecografía no 
garantiza la obtención de ovocitos aptos para fecundación in vitro 
Ha La técnica de aspiración folicular transvaginal guiada por ecografia 
garantiza la obtención de ovocitos aptos para fecundación in vitro 
Ho No existen diferencias entre frecuencias de recoleccion utilizadas para la 
obtención de ovocitos por aspiración folicular transvaginal 
Ha Existen diferencias entre frecuencias de recoleccion utilizadas para la 
obtención de ovocitos por aspiración folicular transvaginal 
Ho No existen diferencias entre métodos de sincronizacion de la onda utilizados 
para la obtención de ovocitos por aspiración folicular transvaginal 
6 
Ha Existen diferencias entre métodos de sincronización de la onda utilizados 
para la obtención de ovocitos por aspiración folicular transvaginal 
Ho Los tratamientos empleados no influyen sobre el retomo del celo en las 
vacas tratadas luego de finalizado el procedimiento de aspiración 
Ha Los tratamientos empleados influyen sobre el retomo del celo en las vacas 
tratadas luego de finalizado el procedimiento de aspiración 
2 REVISION DE LITERATURA 
A HISTOLOGÍA FUNCIONAL DEL OVARIO 
1 Descripclon General 
Son los órganos primarios de la reproducaon en la hembra Los ovarios en 
numero par (uno en cada cuerno uterino) pueden ser considerados de 
naturaleza endocrina y atogenica ya que producen hormonas y producen ovulos 
(Durán 2007 Frandson et al 2009) Al respecto senala Quintela et al (2006) 
secreta determinadas hormonas como estrogenos progesterona relaxina 
inhibina oxitoana factores de de crecimiento etc 
El tamano del ovario varia con el ciclo estral Generalmente son de forma 
ovoide y su tamano promedio es de 3 5 x 2 5 x 1 5 centimetros Su interior está 
dividido en dos capas La medula o poraon central del ovario rica en vasos 
sanguíneos y nerviosos y la corteza o porción externa en donde se encuentran 
los foliculos primarios (Duran 2007) los ovoatos las células secretoras de 
._,. 
hormonas (Caravaca et al 2005) e igualmente se pueden observar cuerpos 
tuteos en desarrollo maduros y cuerpos blancos (Quintela et al 2006) 
Se localizan a ambos lados de la entrada o abertura craneal de la pelvis 
suspendidos del abdomen por el ligamento ancho del peritoneo (Caravaca et al 
2005) Asegura Sorensen (1982) en el ganado de carne se encuentran a 
8 
menudo en el tejido graso y se hallan en la region pre pubica de la cavidad 
abdominal 
FIGURA No 1 OVARIO MAMÍFERO FORMACIONES OVÁRICAS Y FOLÍCULO 
DE GRAAF 
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Fuente Buxade et al (1995) 
2 FOI1CulOS 
En el momento del nacimiento en la corteza del ovario hay miles de folículos 
(Caravaca el al 2005) que en los bovino andan alrededor de unos 200 000 en 
estado de reposo es decir foliculos jovenes sin desarrollo (Duran 2007) 
El foliculo es la unidad estructural y funcional de los ovarios (Gigli et al 2006) 
Aseguran Buxade et al (1995) que cada foliculo ovárico constituye en si 
mismo una unidad funcional teniendo asociada una célula germinal femenina 
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El ovario realiza la produccion de ovocitos mediante dos procesos 
estrechamente ligados entre si denominados foliculogenesis y oogenesis 
(Caravaca et al 2005) 
2 1 Foliculogenesis 
La foliculogénesis se define como el proceso de formación crecimiento y 
diferenciación folicular Abarca desde el estadio de foliculo primordial hasta el 
de folículo preovulatono (Gigli et al 2006) La poblacion de folículos se 
encuentra en un estado constante de crecimiento y maduracion distinguiéndose 
2 11 Foliculos Primordiales y Primarios 
Son formados durante la vida fetal de la hembra estan constituidos por una 
célula germinal rodeada de una capa simple de células (Buxade et al 1995) Al 
respecto senala Caravaca et al (2005) durante el desarrollo fetal y en el 
proceso de evolucion desde gónadas hasta convertirse en ovario las células 
germinales primitivas dan lugar por mitosis sucesivas a las células sexuales u 
ovogonias que por aumento de su masa citoplasmatica se convierten en 
ovocitos de pbmer orden estos se rodean de una sola capa de células 
y-- 
epiteliales constituyendo los foliculos primarios 
Es decir las celulas pre granulosas denvadas del epitelio ovárico se 
diferencian en células granulosas rodeando a los ovocitos I quedando así 
formados los 	 foliculos primordiales Estos foliculos forman la reserva 
gametogénica o «población de foliculos de reserva» que una hembra va a 
10 
utilizar en toda su historia reproductiva (Gigli et al 2006) 	 Los foliculos 
primordiales constituyen la reserva o almacen de foliculos en reposo los 
cuales se agotan progresivamente durante la vida (Webb et al 1999 citados por 
Henao y Trujillo 2000) 
Las celulas planas de la granulosa antes de comenzar a dividirse por mitosis se 
diferencian en una capa de celulas de forma cubica que rodea al ovocito I 
Cuando esto sucede los folículos se clasifican en foliculos primarios (Gigli et al 
2006 Findlay 1993 citado por Henao y Trujillo 2000 y Seneda et al 2008) 
En esta etapa el ovocito comienza a rodearse de una capa celular amorfa de 
glicoproteinas denominada zona pelucida Las células de la teca interna 
comienzan a rodear por fuera a las células de la granulosa (Gigli et al 2006) 
Uno de los pasos mas criticos de la foliculogenesis es la transformacion de 
foliculos pnmordiales en primarios Es probable que la conversion de 
células pregranulosas planas en epitelio cuboidal dependa de senales 
provistas por el oocito pero no se conoce la naturaleza de estas senales 
(Greenual y Roy 1994 citados por Henao y Trujillo 2000) La fase inicial del 
crecimiento rolicular originada a partir de los foliculos primordiales 
presumiblemente es independiente de las gonadotropinas hipofisianas 
(Fortune 2003 Webb et al 1999 citados por Elena° y Trujillo 2000) 
En el momento de la transformación de folículos primordiales en primarios la 
expresion de tres genes (Nobox Sohlh 1 y Lhx8) especificos de los ovocitos de 
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mamiferos son escenciales para la transformacion del foliculo primordial en 
primario (Suzumon et al 2002 Pangas et al 2006) asi como diferentes factores 
secretados por el ovocito y las celulas foliculares (Picton el al 2008 Rodriguez 
et al 2008) 
En esta etapa el ovocito comienza a rodearse de una capa celular amorfa de 
glicoproteinas denominada zona pelucida Las células de la teca interna 
comienzan a rodear por fuera a las celulas de la granulosa (Gigli et al 2006) 
2 1 2 Foliculos Secundarios 
Fundamentalmente formados por una célula germinal rodeada por dos o mas 
capas de células foliculares (Buxade et al 1995) Es decir las células de la 
granulosa aumentan de tamano y numero y se denomina foliculo secundario al 
ovocito I rodeado por vanas capas de células de la granulosa Las células 
tecales se diferencian en una capa externa y otra interna rodeando por fuera a 
las células de la granulosa Hasta este estadio los foliculos se clasifican en 
preantrales debido a que aun no se ha formado la cavidad antral (Gigli et al 
2006) 
Entre la superficie del ovocito y las células de la granulosa adyacentes se 
originan espacios en los que se deposita un tipo de matenal fibrilar que 
representa el inicio de la formacion de la zona pelucida (Totzauer et al 1998 
Sinowatz et al 2001) También ocurre un aumento del tamano del ovocito sin 
división celular del mismo y una hiperplasia e hipertrofia de las células de la 
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granulosa dando lugar al folículo secundario En los foliculos secundarios de 
las especies porcina munna bovina y humana se han identificado factores 
responsables del crecimiento folicular y ovocitano como GDF9 (Factor de 
crecimiento y diferenciación 9) específico del ovocito y el factor BMP15 (proteina 
morfogénica ósea 15) ambos estan asociados con la proliferacion de células de 
la granulosa (Dong et al 1996 Dube et al 1998 y Picton et al 2008) 
Los folículos secundarios presentan un ovocito más grande un buen 
desarrollado de la zona pelucida y por lo menos dos capas de células 
granulosas Al final de esta etapa el papel desempenado por las gonadotrofinas 
puede ser detectado y las importantes acciones de FSH y LH se inician (Seneda 
et al 2008) 
2 1 3 Foliculos Terciarios 
Los foliculos terciarios o folículos antrales se caracterizan histologicamente por 
la presencia de la cavidad antral y por estar rodeados de varias capas cubicas 
de celulas de la granulosa (Gigli et al 2006) La continua proliferación de las 
células de la granulosa regulada en gran medida por los factores GDF9 y 
BMP15 (Canipan 1994 Kezele et al 2002) lleva a que estas comiencen a 
secretar un trasudado que se denomina líquido folicular (Gigli et al 2006) 
Este liquido aseguran Buxadé et al (1995) es rico en estrógenos producido por 
las celulas de la granulosa El folículo requerirá forzosamente del estimulo de 
la hormona estimulante del foliculo (FSH) para proseguir la proliferación de 
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las células de la granulosa (CG) y establecer en éstas una producción creciente 
de estrógenos (Hillier 2001 citado por Velazquez y Mendieta 2005) La FSH 
ha sido considerada como un factor esencial debido a sus funciones endocrinas 
y paracnnas Por ejemplo la FSH hace una asociacion con la modulación de la 
familia FGF como el FGF 8 (Buratini et al 2005) 
En este estadio las características histologicas son la presencia de la teca 
interna constituida por tejido conectivo y la teca externa formada por una capa 
de colágeno atravesada por capilares con miofibroblastos diferenciados de los 
fibroblastos del estroma A nivel molecular se caracterizan por una mayor 
expresión de receptores para FSH en las células de la granulosa Las células de 
la teca expresan receptores para LH (Gigli et al 2006) 
En el foliculo terciario las células de la granulosa se diferencian en dos 
subpoblaciones las celulas de la granulosa que revisten el foliculo formando un 
epitelio estratificado en contacto con la lamina basal y las células del cumulus 
oophorus que forman vanas capas de celulas alindricas alrededor del ovoato 
(Canipan 1994 Kezele et al 2002) Al respecto señala Gigli et al (2006) que el 
liquido folicularfil acumularse produce un reordenamiento de estas células de la 
granulosa en celulas del cumulo y murales 
Las células del cumulus desarrollan procesos atoplasmaticos atravesando la 
zona peluada y forman zonas de contacto con la membrana plasmática del 
ovoato mediante uniones tipo gap (Eppig y O Bnen 1996 Tanghe et al 2002 
Van Soom et al 2002) Estas uniones facilitan el abastecimiento de nutnentes y 
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el aporte de pequenas moleculas reguladoras para el ovocito procedentes de las 
celulas de la granulosa en un proceso de cooperacion metabolica (Campan 
1994) 
Los folículos terciarios se clasifican en dominantes y subordinados Los foliculos 
dominantes a diferencia de los subordinados expresan en las celulas de la 
granulosa además de un mayor numero de receptores para FSH receptores 
para LH (Gigli et al 2006) La acción inductiva de la FSH permitirá 
posteriormente facilitar la respuesta del foliculo a la hormona luteinizante (LH) 
y a otros factores extracelulares (Hillier 2001 citado por Velázquez y Mendieta 
2005) 
La mayor parte de los foliculos que llegan hasta esta etapa experimentan atresia 
mientras otros siguen desarrollandose para convertirse en foliculos maduros 
tambien llamados foliculos dominantes que han sido seleccionados para 
continuar su crecimiento La seleccion de estos foliculos dominantes con 
capacidad de llegar a lograr la maduracion ovocitaria esta precisamente 
determinada por los receptores de LH y FSH localizados en las células de la 
granulosa (McGee y Hsueh 2000) 
--. 
2 1 4 Foliculo de Graaf 
Segun Solls (2006) un foliculo terciario que llegue a ser dominante puede tener 
dos destinos la atresia o la ovulación En cuyo caso sea la ovulación este se 
denomina foliculo preovulatono o como menciona Gigli et al (2006) foliculos de 
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De Graaf en honor a quien fuese el primer cientifico en examinar ovarios 
humanos en1672 La ovulación ocurre siempre y cuando este sea coincidente 
con el descenso de los niveles de progesterona en el ciclo Un foliculo 
preovulatorio puede tener un diámetro de hasta 16 mm en la especie bovina 
(Bolis 2006) 
Los foliculos de Graaff están formados por dos capas de células foliculares o 
tecas (teca interna y teca externa) separadas por una membrana basal de la 
cubierta celular interior de granulosa que rodea el antro celular y el °out° El 
riego sanguíneo lo reciben por una abundante red capilar (Buxade et al 1995) 
El pico de LH es inducido por la elevada concentración circulante de 
estrógenos producidos por el foliculo preovulatono (Velázquez y Mendieta 
2005) Las altas concentraciones de gonadotropinas en el fluido folicular 
modifican el patron de síntesis de esteroides de las celulas de la granulosa y de 
la teca y preparan al ovoato para la maduracion nuclear y atoplasmatica 
McGee y Hsueh (2000) Es decir los foliculos preovulatorios tienen la 
capacidad de responder al estimulo de la LH produciendo cambios morfológicos 
y bioquimicoka que finalizarán reiniciando la meiosis y desencadenando la 
r3 
ovulación (Gigli et al 2006) 
Velázquez y Mendieta (2005) mencionan que el pico de LH además de inducir 
la reiniciación de los procesos de maduración del ovoato y cambios que 
provocan la ruptura de la pared folicular que a su vez permite la ovulación 
también incluye alteraciones funcionales en el complejo ovoato células del 
16 
cumulo y modifcaciones en la expresion génica de las células de la granulosa 
que las llevaran hacia la luteinizacion 
El ovocito maduro secreta un factor que permite la expansión de las 
células del cumulo (CEEF) que permite secretar acido hialuronico en 
respuesta a la estimulación por FSH Al hidratarse genera espacios entre 
las células que provocan la expansion del cumulo que precede al proceso de 
ovulacion propiamente dicho (Velázquez y Mendieta 2005) 
Los productos proinflamatonos sintetizados por las células de la granulosa y 
detectados en elevadas concentraciones en los foliculos preovulatonos (p ej 
interleucinas (IL) 113  y 6 factor de necrosis tumoral (TNF) a y 
prostaglandinas) contribuyen a la disminucion de su produccion de 
estrógenos hacia el final de la transición a folículo de Graaf Este cambio en 
el patrón esteroidogenico de las celulas de la granulosa parece inducir junto 
con la aparición del pico preovulatono de LH la expresion de las enzimas 
remodeladoras de tejidos (metaloprotemasas de matriz (MMPs)) indispensables 
para el proceso de ovulacion (Rosenfeld y et al 2001 citados por Velázquez y 
Mendieta 2005) 
1- 
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FIGURA No 2 ESQUEMA DEL DESARROLLO FOLICULAR OVÁRICO A 
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2 2 Ovogenesis 
La ovogenesis es el proceso de formación y desarrollo del ovoato (Gigli et al 
2006) Este proceso inicia en la vida fetal y continua despues del nacimiento 
pasa por una aceleración durante la pubertad y culmina con la ovulacion cuando 
el °vaca° maduro es liberado del foliculo (Denvaux 1980) Comienza con las 
°vagones que derivan de las celulas germinales primordiales en el embrión y 
culmina con la formación del ovoato II et al 2006) 
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En los rumiantes al igual que en la especie porcina y los primates el crecimiento 
del ovocito se inicia durante el periodo prenatal (Bielanska Osuchowska 2006) 
En esta etapa las celulas primordiales germinales tienen su origen extra 
gonadal en el endodermo del saco vitelino y en la región del alantoides (Eddy et 
al 1981 Buccione et al 1990) a partir de celulas somaticas que tienen el 
potencial de convertirse en células germinales (Kelly 1977) estas migran a 
través del mesenterio y colonizan las gonadas primitivas del mesonefro (Gigh et 
al 2006) 
Antes de que las celulas germinales gonadales migren hacia el borde genital se 
dividen mediante mitosis manteniendo esta actividad durante todo el proceso de 
migración (Bendel Stenzel et al 1998) Una vez establecidas las células 
primordiales germinales en el ovario se diferencian en ovogonias por sucesivas 
divisiones mitoticas Este proceso migratorio se encuentra dirigido por factores 
quimiotáxicos como el factor transformante del crecimiento p Otras senales 
como el c Kit y el EGF desempenan un papel importante en la supervivencia y 
división de las células germinales durante este proceso migratorio (Dala et al 
1991 Masui 1991) asi como en su posterior desarrollo y crecimiento (Manova 
, 
et al 1993) 
Cuando se ha completado el proceso migratorio aquellas oogonias que se 
encuentran en estadios más avanzados de desarrollo se asocian con las células 
somaticas en los cordones corticales mientras que el resto entra en apoptosis 
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sobreviviendo en el momento del nacimiento unicamente el 20 por ciento de las 
células originales (Baker 1963 Byskov 1986) 
Las ovogonias situadas en la penfena del ovario son mas grandes que las 
celulas primordiales germinales presentan un nucleo vesicular central con 1 3 
nucleolos reticulados y un citoplasma escaso de aspecto claro y pocas 
organelas (Bielanska Osuchowska 2006 Sathananthan et al 2006) Durante el 
desarrollo fetal las ovogonias sufren un proceso de diferenciación y sucesiva 
división mitótica hasta que la ultima generación de ovogonias entra en melosis 
(Bukovsky et al 2004) las ovogonias se diferencian en ovocitos primarios 
cuando comienzan la nneiosis En el bovino se observan figuras nneloticas a 
partir del dia 82 de gestacion 
Las ovogonias se diferencian a ovocitos primarios mediante la primera división 
meiótica en la que tiene lugar la reduccion del numero de cromosomas a estado 
haploide Este proceso tiene lugar en el foliculo primordial en el que se lleva a 
cabo el primer paso de la meiosis I que incluye la replicación del ADN y el 
arresto en el estadio de diploteno de la profase I (estado de dictiato) en lo que se 
conoce como primera detencion de la meiosis (Jamnongjit y Hammes 2005) 
La detención meiótica del ovocito primario está regulada por senales inhibitorias 
Una de las moleculas intercelulares mas importantes responsables de mantener 
el arresto meiótico es el AMPaclico que dentro del ovocito parece actuar como 
un inhibidor de la maduración aparentemente a través de la acciófi de proteina 
kinasa (Conti et al 2002) Al respecto Byskov (1975) Rajah et al (1972) y 
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Wassarman et al (1976) senalan que factores como el factor citostatico y 
segundos mensajeros como el AMPc mantienen fosfonlado el MPF inhibiendo 
la meiosis hasta el momento de la pubertad 
El ovocito primario se caracteriza por la presencia de un nucleo prominente e 
irregular que recibe el nombre de vesícula germinal así como por la agregación 
de organelas celulares compuestas predominantemente por mitocondnas 
aparato de golgi lisosomas y microtubulos La meiosis iniciada por el ovocito 
primario y detenido en la profase I no se reanudará hasta que el foliculo se 
desarrolle totalmente y se produzca la ovulación durante la pubertad por lo que 
dependiendo de la especie el ovocito puede permanecer en detencion meiótica 
durante semanas o anos (Canipan 1994) 
El retorno de la meiosis ocurre inmediatamente después de un estimulo 
hormonal in vivo o simplemente por la retirada del ovocito de dentro del folículo 
in vitro En el animal la meiosis inicia nuevamente en los folículos preovulatorios 
bajo el estimulo de la LH (Gigli et al 2006) durante el pico de LH en el momento 
de la ovulacion (Sorensen et al 1985 Succione et al 1990) 
En este momerrito los ovoutos sufren progresión nuclear de estadio de diploteno 
de la profase I de la pnmera división meiótica a metafase II La progresion del 
estadio de diploteno a metafase II es conocida como maduración meiótica Esa 
maduracion se caracteriza por el rompimiento de la vesícula germinativa 
condensacion de la cromatina separacion de los cromosomas homólogos y la 
expulsión del primer corpusculo polar Los cromosomas se organizan en el 
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mismo plano formando la placa ecuatorial estadio que corresponde a metafase 
II En este periodo ocurre la segunda intervencion de la meiosis que solamente 
será retomada si el ovocito es fertilizado por el espermatozoide La activacion 
del ovocito por el espermatozoide durante la fecundación estimula la finalizacion 
de la meiosis (segunda división reduccional) ocurriendo la separacion de la 
cromatina y la expulsión del segundo corpusculo polar llegando a la fase final de 
la ovogénesis (Wassarman 1994 Banks 1991) 
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FIGURA No 3: DESARROLLO DE LA MEIOSIS, DESDE LA OVOGÉNESIS 
QUE SE DESARROLLA EN EL OVARIO FETAL, HASTA LA 
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3 Cuerpo Luteo 
Una vez que el foliculo de Graaf ha finalizado su maduracion y que el ovocito se 
ha preparado durante el proceso de la ovogénesis ocurre la ovocitacion 
(Caravaca et al 2005) El pico de LH preovulatono provoca la ruptura del 
foliculo destinado a la ovulacion (Gordon 1996) Se da entonces la ruptura del 
foliculo de Graaf asi como del propio epitelio del ovario y en el desprendimiento 
del ovocito que irá a parar en el infundibulo En los rumiantes y en la cerda se 
libera un ovocito de segundo orden y en la yegua un ovocito de primer orden por 
eso es mas adecuado llamar este proceso ovocitacion en lugar de ovulacion 
como se ha venido llamando tradicionalmente (Caravaca et al 2005) 
Con la ruptura del folículo maduro y la liberación del óvulo se produce una 
pequena hemorragia con formacion de un coagulo de sangre en la cavidad 
antral ahora vacia A esta estructura se le denomina cuerpo hemorragico 
(Buxadé 1995) A continuación aseguran Caravaca et al (2005) se produce 
una organizacion del coagulo aumentando de tamano y con un citoplasma rico 
en lipocromos (xantofilas) que dan una coloración amanllenta por lo que esta 
estructura recibe el nombre de cuerpo amarillo o cuerpo luteo este proceso se 
, 
llama luteinización 
Las celulas de la granulosa que recubren la cavidad folicular vacia comienzan a 
multiplicarse bajo la influencia de la LH y a formar el cuerpo luteo La mayona de 
las células de cuerpo tuteo se derivan de células de la granulosa pero algunas 
células en el cuerpo luteo se denvan de la teca interna (Frandson et al 2009) 
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Por su parte Gordon (1996) senala se cree que las celulas luteas se diferencian 
en celulas tuteas grandes y pequenas Las grandes celulas secretan 
progesterona y la oxitocina y responden a la prostaglandina E mientras que las 
pequeñas celulas secretan progesterona y responden a la LH Las celulas 
pequeñas derivadas de la teca son más numerosas que las células grandes 
que son al menos en parte derivadas de celulas de la granulosa (Hansel et al 
1991) Se cree que las dos hormonas que regulan principalmente la funcion del 
cuerpo luteo (LH y PGF) actuan sobre los dos tipos de células a través de 
diferentes vias de segundo mensajero (Wiltbank et al 1991) La evidencia 
disponible indica que la LH tiene un papel importante en el establecimiento de un 
cuerpo luteo completamente funcional en la vaca pero no esta obligado a 
mantener su funcion (Peters et al 1994) 
Como se ha visto el cuerpo luteo ovanco es un organo endocrino que produce 
progesterona La cual es considerada su pnncipal producto de secrecion Los 
niveles de progesterona en sangre incrementan con el crecimiento del cuerpo 
luteo Cuando el cuerpo luteo está completamente desarrollado la secrecion de 
progesterona %5 máxima y se estabilizan los niveles plasmaticos (Frandson et 
al 2009) 
Una cantidad detectable de progesterona se puede encontrar menciona Gordon 
(1996) de tres a cuatro días después de la formación del cuerpo luteo el cual 
puede verse por ecografia después de tres a cuatro dias (Descoteaux et al 
2010) o de dos a tres dias asegura Tamayo (2000) posteriores a la ovulación y 
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puede llegar a constituir muchas veces mas de 2/3 partes del tamano total del 
ovario cuando se encuentra en su maximo desarrollo que alcanza de los nueve 
a 12 dias del ciclo (Holy 1987) La producción diana de progesterona aumenta 
marcadamente durante varios dias hasta que una meseta de secrecion se 
alcanza alrededor de ocho dias del ciclo (Gordon 1996) 
Si la fertilización del ovulo no se da y el embarazo no se ha establecido el 
cuerpo luteo entra en regresion espontánea con una disminucion relativamente 
rápida de la progesterona en plasma (Frandson et al 2009) al final del ciclo 
estral uno a cuatro dias antes del inicio del celo (Gordon 1996) La 
concentracion declina en un periodo aproximadamente de dos dias a un valor 
insignificante que mantiene a traves del celo y hasta que se forme un nuevo 
cuerpo luteo en la próxima ovulacion (Gordon 1996) 
El intervalo de tiempo entre la progesterona alcanza su concentración mínima y 
el inicio del celo puede variar en funcion de varios factores incluyendo la 
presencia de un foliculo dominante condición corporal el estres la temporada y 
probablemente la lactancia y la nutrición (Gordon 1996) 
.., 
Asegura Gorden (1996) que la rápida regresión del cuerpo luteo de la vaca es 
un evento clave en el ciclo estral bovino que implica asegura Frandson et al 
(2009) la muerte por apoptosis de las células luteas y su eliminación El utero es 
el organo que determina la regresión del cuerpo luteo a través de la secrecion de 
la hormona luteolitica prostaglandina F2a (PGF2a) (Gigli et al 2006) 
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Ahora esta bien establecido que la prostaglandina liberada en el endometno 
durante la fase lutea tardia es responsable de la luteolisis y la consecuente 
caida dramatice en las concentraciones de progesterona que prepara el 
escenario para una nueva ovulación La prostaglandina liberada durante el ciclo 
estral bovino es estimulada por la oxitocina lutea despues de unirse a un 
receptor especifico en la célula endometnal (Gordon 1996) 
La PGF2a actuaría sobre el cuerpo luteo por dos mecanismos Por un lado 
estimula a las células luteales grandes a secretar oxitocina produciendo un 
mecanismo de retroalimentación positiva al estimular la liberacion de mas 
PGF2a por parte del endometno El segundo mecanismo consiste en regular 
directamente su propia síntesis estimulando a las células tecales a producir 
PGF2a (Silvia 1999) Este ultimo mecanismo se encuentra activo en el CL del 
bovino a partir del die cinco Esto explicarla por que con una sola inyección de 
PGF2a antes del dia cuatro no se produce luteolisis pero dosis repetidas o una 
sola inyección a partir del día cinco si induce la regresión del cuerpo luteo (Tsa; 
y Wiltbank 1998) 
Además de la PGF2a otras hormonas participan de la 'mis del cuerpo luteo Los 
estrogenos tienen un efecto positivo sobre el utero en su habilidad de liberar 
PGF2a Pero es necesario que la progesterona haya actuado previamente sobre 
las células endometnales Los estrógenos tienen un feedback positivo sobre 
ellos mismos al aumentar sus propios receptores en endometno ademas 
producen el aumento de los receptores para oxitocina Se reconoce entonces 
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que el cuerpo luteo posee receptores para oxitocina y para estradiol (Kimball y 
Hansel 1974) sugiriendo que los estrógenos tendrian una accion directa sobre 
la lisis del cuerpo luteo 
Unos dias antes de la siguiente ovulación se produce una cicatrizacion y 
sustitucion del cuerpo luteo por tejido conectivo apareciendo una costra blanca 
sobre la superficie del ovario que se denomina cuerpo blanco o albicans 
(Caravaca et al 2005 y Frandson et al 2009) A parte de la eliminación del tejido 
luteo y la recuperacion de la forma y tamano anterior no se conoce otra funcion 
del cuerpo albican (Ospina y Aldama 1995) 
Por otra parte si se realiza el apareamiento y la vaca queda prenada el 
mecanismo de liberación de prostaglandinas se suprime (Gordon 1996) el 
reconocimiento materno de la gestacion se produce y la regresion del cuerpo 
luteo se previene (Frandson et al 2009) 
La funcion basica de la progesterona durante este momento es preparar al 
organismo para un embarazo La progesterona aumenta la secrecion de las 
glandulas del utero e inhibe la motilidad uterina para promover la implantación y 
mantenimiento de la prenez La progesterona también promueve el desarrollo 
de la glándula mamaria Los altos niveles de progesterona actuan sobre el eje 
hipotálamo adenohipofisano para inhibir la secreción de LH (Frandson et al 
2009) 
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B DINÁMICA FOLICULAR DURANTE EL CICLO ESTRAL DEL BOVINO 
Numerosos autores concuerdan que fue en el ano de 1960 cuando Rajakoski 
propuso por primera vez la existencia de dos ondas de desarrollo folicular en el 
bovino Iniciándose la primera onda en el día tres y finalizando a mediados del 
ciclo con el inicio de la segunda onda que culminana con la ovulación (Gordon 
1996 Palma 2001 y Quintela el al 2006) 
A finales de la década de los 80 y comienzo de los 90 con el empleo de la 
ultrosanografia en el estudio de la funcionalidad ovárica en la especie bovina se 
logro poner de manifiesto que a lo largo del ciclo estral existen vanas oleadas u 
ondas de crecimiento folicular generalmente dos o tres (Gordon 1996 Bo y 
Mapletoft 1999 Fricke 2001 Noakes 2001 Gigli et al 2006) aunque en 
ocasiones pueden ser hasta cuatro (usualmente cuando los animales presentan 
genética cebu) Estas ondas tambien se han observado en hembras pre 
puberes anestncas y preñadas (Evans et al 1992 Hopper et al 1993) e 
incluso en becerras tan jovenes como de dos semanas de edad (Evans et al 
1992) 
.... 
r- 
Se definió a la onda folicular como la activación y crecimiento simultáneo de un 
grupo de folículos terciarios que emergen continuando uno de ellos su 
crecimiento y diferenciacion (foliculo dominante) mientras que los otros (foliculos 
subordinados) se atresian (Gigli et al 2006) La emergencia del grupo o 
cohorte de pequeños foliculos antrales inicia justo antes del dm de la ovulaaon y 
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fase de selección (Quintela et al 2006) El foliculo dominante alcanza un 
diámetro mayor a 10 mm (Lucy et al 1992 Adams et al 1993) 
aproximadamente de 10 a 15 mm y permanece dominante por un periodo de 
cinco a siete días (Diaz 1999) hasta que se hace atrestco o se vuelve pre 
ovulatono El foliculo preovulatono o de Graaf puede medir alrededor de 15 a 17 
milímetros (So y Caccia 2000) 11 a 16 milimetros (DesCoteaux 2010) de 
diámetro 
La primera onda de desarrollo folicular se detecta el dia de la ovulacion (d 0) La 
segunda onda comenzara el d'a nueve o 10 para los ciclos de dos ondas y los 
dias ocho o nueve en los ciclos de tres ondas En los ciclos del tres ondas la 
tercera onda emerge los dias 15 o 16 (So 2002) No obstante hay una gran 
vanacion individual principalmente en la segunda onda y esta puede comenzar 
mas temprano (d 6) o mas tarde (d 12) (So y Mapletoft 1999) En cuyos casos 
se han encontrado animales con cuatro ondas la cuarta onda comienza el día 
20 021 y este ciclo tendrá una duracion mayor a 21 dias (Bo et al 2002) 
Los primeros reportes usando ultrasonido indicaron que el numero de ondas 
foliculares que ocurren en vaquillas cichcas varía entre animales Algunas 
vaquillas exhibían dos mientras que otras exhibian tres ondas sucesivas de 
crecimiento folicular durante cada ciclo estral (Savto et al 1988 Sirois y Fortune 
1988 Ginther et al 1989 Taylor y Rajamahendran 1991) En general las 
vacas lecheras en lactancia pnmiparas y multtparas tienden con mayor 
frecuencia a exhibir ciclos de dos ondas mientras que las vaquillas lecheras 
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nuliparas tienden con mayor frecuencia a exhibir ciclos de tres ondas Sin 
embargo un animal que presente un ciclo de dos ondas puede exhibir tres 
ondas durante el subsecuente ciclo y viceversa pero la frecuencia con la cual 
este cambio en el numero de ondas por ciclo se presente dentro de un animal no 
ha sido bien establecida Vanos factores que influencian el numero de ondas 
por ciclo estral incluyen la ingestion dietetica (Murphy et al 1991) edad paridad 
y estado de lactancia (Lucy et al 1992) 
La duracion del ciclo estral va a estar relacionada con la cantidad de ondas (Bo 
2002) El numero de ondas de crecimiento folicular durante el ciclo estral es 
determinado por la longitud de la fase luteal si la progesterona declina mientras 
el foliculo dominante de la segunda onda está en la fase de crecimiento pos 
desviación o en su fase estática temprana (tres a cuatro dias despues de su 
desarrollo maximo) este foliculo ovulara sino sufrirá atresia y se originara una 
nueva onda (Lucy et al 1992) Asi el principal factor que condiciona la duracion 
del ciclo y por lo tanto la existencia de dos tres o cuatro ondas por ciclo parece 
ser la vida del cuerpo luteo (Fernández 2003) Consecuentemente la duracion 
del ciclo de dos ondas es de 18 a 20 chas de 21 a 23 dias en los ciclos de tres 
ondas (Bo 26(52) y 24 o 25 días en los ciclos de cuatro ondas (Zeitoun et al 
1996 Bo 2002) 
1 Factores que Regulan la linamica Folicular 
Resultados de experimentos establecieron que el mecanismo que regula la 
dinamica folicular está basado en respuestas diferenciales de los folículos a la 
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FSH y LH (Ginther et al 1996) A diferencia de los foliculos de las anteriores 
fases de la foliculogenesis los foliculos antrales o terciarios son sensibles a los 
estimulas gonadotróficos hasta convertirse en foliculos maduros (Henao y 
Trujillo 2000) 
Algunos trabajos han demostrado que alrededor del momento del celo hay dos 
picos de FSH muy cercanos entre si El primero ocurre al mismo tiempo que el 
pico preovulatono de LH y es inducido por la liberación de GnRH desde el 
hipotálamo El segundo pico ocurre cerca del momento de la ovulacion y es 
aparentemente responsable del reclutamiento de los foliculos de la primera onda 
folicular (Turzillo y Fortune 1990 Palma 2001 Dias 1999) De igual manera 
las otras ondas de crecimiento folicular surgen a consecuencia de un aumento 
transitorio en la secreaon de FSH (Sunderland et al 1994 Adams et al 1992) 
Una vez que el crecimiento ha comenzado se requiere la presencia de 
gonadotrofinas (Gong et al 1996 Lussier et al 1994) además de hormonas 
esteroides (Monget y Monniaux 1995) péptidos intraovancos tales como la 
activina la folistatina (Findlay 1994) y la inhibina (Martin et al 1991) y factores 
de creamiento,,(Monget y Monniaux 1995) para que la dinámica se lleve a 
cabo 
La FSH induce la división de las celulas de la granulosa mediante sintesis de la 
aclina D En un momento determinado de su desarrollo en la décima 
generacion de las células de la granulosa el foliculo ha de escoger entre sus 
dos posibles destinos la atreva o la ovulación (Ginther et al 1996 Cox 1997) 
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Aun no se ha aclarado por completo el mecanismo de seleccion del foliculo 
dominante Al mismo tiempo que los perfiles de crecimiento del foliculo 
dominante y de los subordinados comienzan a diferenciarse la FSH declina 
rápidamente esta situacion propicia que los niveles de FSH se encuentren por 
debajo de los niveles necesarios para el desarrollo de los foliculos subordinados 
que sufren atresia mientras el foliculo dominante adquiere la habilidad de seguir 
creciendo con bajos niveles de FSH (Ginther et al 1996) 
La razón por la cual el foliculo dominante puede crecer con bajos niveles de FSH 
mientras que los subordinados se atresian puede estar relacionada con la 
sintesis de receptores para LH en la células de la granulosa del folículo 
dominante (Ginther et al 1996) Todos los foliculos poseen receptores para LH 
en las celulas de la teca y de FSH en las células de la granulosa pero solo el 
folículo dominante adquiere receptores de LH en las células de la granulosa 
Estos receptores aumentan abruptamente a partir del dia cuatro cuando el 
foliculo dominante tiene mas de ocho milimetros de diámetro (Xu et al 1995) 
En los foliculos donde esto se ha realizado la LH actua induciendo la sintesis de 
grandes cantidades de estrógenos en sinergia con la FSH Este proceso es un 
e-, 
auto refuerzo &I el que los estrógenos inducen la formación de más receptores 
de LH y ésta y la FSH producen una nueva secreción de estrógenos (Fernández 
2003) 
La hipótesis más aceptada sobre la dominancia es la que indica que se produce 
por medio de algun factor que tiene un efecto de retroalimentación negativa 
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sobre la secrecion de gonadotrofinas entre los que destacan la inhibina 
folistatina (Fernandez 2003) y el estradiol (Bo 2002) La inhibina producida 
primariamente por las celulas de la granulosa (Fernandez 2003) aparentemente 
secretada por todos los foliculos en desarrollo (Bo 2002) y de alta produccion en 
el foliculo dominante actua localmente (accion paracnna) inhibiendo el 
desarrollo de los follculos subordinados y en forma sistémica por un mecanismo 
de retroalimentación negativo a la FSH a nivel de la hipófisis (Gigli 2006) La 
folistatina producida por el foliculo dominante proteina que tiene alta afinidad 
de unión por la activina proteina esta ultima que eleva la secrecion de FSH por 
su unión a la activina la folistatina reduce la secrecion de FSH (Fernandez 
2003) El estradiol 17 6 producido principalmente por el foliculo dominante 
asegura Bo (2002) también produce la disminucion de la FSH 
Por otro lado los factores de crecimiento tipo insulinico (IGF I II) producidos 
por las celulas de la granulosa y tecales (Watson et al 2004) amplifican la 
respuesta desencadenada por la FSH (Gigli 2006) principalmente los IGF I 
(Fernández 2003) Aunque no se han establecido diferencias claras en las 
concentraciones de IGF entre los foliculos dominantes o subordinados se sabe 
que existe regulación multiple de la actividad de IGF mediante proteinas 
ligadoras de IGF (IGFBP) que fijan y secuestran los mismos de modo que se 
ha demostrado que existe mayor concentracion de IGFBP en los foliculos 
subordinados que en el dominante Este hallazgo es consistente con la hipotesis 
que plantea que los foliculos dominantes pueden emplear de manera mas 
efectiva los niveles existentes de FSH debido al aumento de disponibilidad de 
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los IGF y que la atresia de los foliculos subordinados es producto de una 
reduccion inducida por las IGFBP sobre los IGF (Fernández 2003) 
Fricke (2001) senala que el papel fisiológico de foliculos dominantes no 
ovulatonos durante la fase lutea del ciclo estral bovino es incierto La 
administracion de hCG en presencia de un foliculo dominante en fase lutea 
resulta en ovulacion y subsecuente formación de un cuerpo luteo (Price y Webb 
1989 Fncke 2001) indicando que los foliculos dominantes presentes durante la 
fase lutea temprana y media del ciclo son capaces de ovular y formar una 
estructura lutea Los foliculos dominantes no ovulatonos pueden jugar un papel 
durante la regresión lutea (Thatcher et al 1989) El electrocauteno de todos los 
foliculos visibles y los rayos x en el ovario para detener el crecimiento folicular el 
dia 10 del ciclo estral demora la regresion lutea en vacas (Fogwell et al 1985) 
Por lo tanto la ausencia de un foliculo dominante durante la fase lutea media 
tardia demora la regresión lutea La mayor secrecion de estradiol 17 8 por 
foliculos dominantes del ciclo tardo puede causar regresión lutea estimulando la 
secrecion de PGF2a ovárica o uterina (Fogwell et al 1985) 
La involución gel primer foliculo dominante a mitad del ciclo es debida a un 
efecto de retroalimentación negativa de la progesterona producida por el cuerpo 
luteo sobre la secreción de LH La baja frecuencia de los pulsos de LH durante 
la fase luteal no es suficiente para mantener el crecimiento continuo y la funcion 
del foliculo dominante (Savio et al 1993) 
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En las ondas foliculares no ovulatonas las concentraciones de estradiol 
circulante se mantienen bajas lo cual indica que a pesar de que el tamano 
preovulatono puede ser alcanzado el foliculo dominante no alcanza las 
caractensticas funcionales preovulatonas tales como la producción optima de 
estradiol (Ginther et al 2003) El folículo dominante (foliculo estrogeno activo) 
de la ultima onda continua su crecimiento y la biosíntesis de estradiol hasta que 
se alcanza el nivel suficiente de estradiol circulante para producir el feedback 
positivo sobre el área de control ciclico del hipotálamo que aumenta los pulsos 
de GnRH/LH/ FSH e inducen el pico preovulatono de LH y FSH y por lo tanto el 
proceso de la ovulacion (Gigh et al 2006) 
Por lo tanto en un ciclo estral fisiológico el factor fundamental que determina el 
destino del foliculo dominante (ovulación o atresia) es el nivel de progesterona 
cuando esteloliculo finaliza su fase de crecimiento De esta manera cuando los 
niveles de progesterona son elevados (fase luteínica del ciclo) se produce la 
regresión del foliculo dominante Mientras que en la fase folicular del ciclo sin el 
'freno de la progesterona el destino del foliculo dominante es la ovulación 
(Fernandez 2003) 
C ULTRASONOGRAFÍA Y SU EMPLEO EN REPRODUCCIÓN BOVINA 
Es una técnica en la que se emplea ondas de sonido de alta frecuencia para 
producir imágenes de los tejidos blandos y organos internos las cuales 
podemos visualizar a través de la pantalla del ecógrafo (Tamayo 2000) Su 
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aplicacion en bovinos y equinos a partir de la década del 80 ha sido uno de los 
pasos mas importantes para el estudio y comprension de los eventos normales 
que ocurren durante el ciclo estral y la gestacton a tal punto que es considerado 
por muchos investigadores como el avance más importante en la biologia 
reproductiva (Bo y Caccia 2000) 
Los primeros estudios detallados de las imágenes ultrasonograficas de los 
ovarios utero preñez temprana y patologia uterina fueron realizados en los 
ultimos anos de la decada del 80 Además la ultrasonografía fue utilizada como 
técnica para estudiar la dinámica folicular en el ovario durante el ciclo estral 
para evaluar el efectos hormonales sobre la poblacion de foliculos de los ovarios 
y mas recientemente para realizar aspiracion guiada de foliculos (Ovum ptck up) 
En el macho ha sido empleada para el diagnostico de patologias de testiculo 
epididimo y glandulas anexas (de la Sota et al 2003) 
1 Principios 
La ultrasonografia utiliza ondas de sonido de alta frecuencia medidas en 
Megahertz (1 MHz = 1 000 000 de ondas de sonido por segundo) para producir 
innagenes de los tejidos blandos y órganos internos (Bo y Caccia 2000) 
Los sonidos son el resultado del recorrido de la energia mecánica a traves de la 
materia en forma de una onda que produce alternativamente los fenómenos de 
compresión y rarefraccion Se definen por tres caractensticas frecuencia de 
vibración longitud de onda y velocidad de propagacion 
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• Frecuencia es el numero de ciclos completos por unidad de tiempo y se 
mide en Hertzios (Hz) de manera que un Hz = 1 ciclo por segundo 
• Longitud de onda es la distancia entre el comienzo o pico de la compresión 
de un ciclo y el siguiente 
• Velocidad es la rapidez con la cual las ondas de sonido viajan a traves de un 
medio especifico (velocidad = frecuencia x longitud de onda) 
Los ultrasonidos se definen como sonidos con una frecuencia mayor de 20 000 
ciclos por segundo (20 000 Hz) es decir que se encuentran por encima de los 
limites audibles Las frecuencias que usualmente se utilizan en animales estan 
entre 1x106 y 10x106 (1 a 10 MHz) (Quintela et al 2006) 
Las maquinas de ultrasonido están compuestas de forma general por el 
transductor y la consola El transductor esta integrado por una gran cantidad de 
pequenos cristales que vibran al ser estimulados por la corriente electnca 
proveniente de la consola resultando en la emisión de ondas de sonido que 
viajan a través de los tejidos en diferentes ángulos de acuerdo a la onentacion 
dada al transductor (So y Caccia 2000) El transductor puede ser lineal dando 
¿-, 
una imagen reaangular en la pantalla (barrido de matriz lineal) o sectorial donde 
la imagen será en triangulo (registro sectorial) (Quintela et al 2006) Luego los 
tejidos tendrán la capacidad de reflejar o propagar las ondas de sonido y el eco 
resultante será recibido por los cristales que transformaran las vibraciones en 
corriente eléctrica que irá a la consola para ser luego transformada en imagenes 
(Bo y Caccia 2000) 
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Esta imagen se observa en la pantalla de acuerdo a la densidad o dureza del 
tejido examinado en una variedad de tonos que van desde el negro (color como 
se observan los liquidos) al blanco (los huesos y tejidos muy densos) 
incluyendo una amplisima gradacion de tonos grises (cuerpo luteo estroma 
ovárico etc ) (Perea 2005) 
Con el descubrimiento de ciertos materiales (cuarzo turmalina etc ) que al 
aplicarles energia mecánica producian cargas electrices se facilitó la emision y 
recepcion de ondas de ultrasonido Este efecto se denomino piezoeléctnco y 
también funciona en sentido inverso de forma que al aplicar un campo electnco 
a estos materiales se producian tracciones y compresiones (sonido) Con este 
descubrimiento de una forma simple y en un reducido espacio se podna 
construir emisores de ultrasonido (Quintela et al 2006) 
Ya que los ultrasonidos no se propagan en el va= precisan de un medio para 
propagarse No todos los medios tienen la misma capacidad de propagarlos y 
para valorar esta capacidad surge el término de impedancia acustica Esta es la 
capacidad de diferentes medios de resistir o impedir la transmisión del sonido 
Varia ligeramente entre la mayona de los tejidos dependiendo de la densidad y 
elasticidad de los mismos pero permite distinguir un tejido de otro siempre que 
se transmita parte del sonido de modo que las estructuras llenas de aire y oseas 
son barreras para las ondas de ultrasonido (Quintela et al 2006) en tanto que 
las estructuras llenas de liquido o tejidos blandos permiten la propagacion de 
las ondas de ultrasonido 
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Las ondas que atraviesan los tejidos son muy delgadas (2 mm) por lo tanto la 
imagen producida es equivalente a un corte histológico Los limites entre dos 
tejidos adyacentes de distintas densidad se denominan interfaces Diferencias 
muy pequenas de densidad pueden resultar en una interface (Bo y Caccia 
2000) Las interfaces entre los tejidos blandos y el aire o entre los tejidos 
blandos y el hueso hacen que la impedancia acustica sea muy diferente 
(Quintela et al 2006) Por lo tanto las interfaces nos permiten delimitar los 
órganos en estudio y las distintas densidades posibilitan hacer una evaluación 
de los cambios normales o anormales de dichos organos (Bo y Caccia 2000) 
Para describir la textura de los tejidos en una imagen ecografica existe una 
terminologia especifica Ecogénico o ecoico significa que la mayor parte del 
sonido se refleja hacia el transductor y estas áreas aparecen de color blanco en 
la pantalla (huesos aire) Anecogenico se emplea para describir el tejido que 
transmite todo el sonido hacia tejidos más profundos no reflejando ningun 
sonido hacia el transductor Estas areas se ven de color negro en la pantalla y 
suelen corresponder con estructuras llenas de liquido Los tejidos blandos no 
solo se representan en blanco y negro sino que como se menciono también 
pueden aparecer distintas escalas de grises asi hiperecoico define a los tejido 
que reflejan mas sonido que el tejido circundante e hipoecoico describe la idea 
contraria Isoecoico se utiliza para definir los tejidos que muestran la misma 
ecogenicidad que los tejidos circundantes (Quintela et al 2006) 
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A medida que los ultrasonidos avanzan por los tejidos van perdiendo intensidad 
(atenuacion) El sonido que viaja a traves de los tejidos esta sujeto a la 
atenuacion Esto limita la profundidad de la imagen Este grado de atenuacion 
depende de la frecuencia del transductor asi el sonido emitido por un 
transductor de alta frecuencia se atenua más rapidamente que uno de 
frecuencia más baja y por tanto este ultimo puede llegar a tejidos mas 
profundos sin embargo a mayor frecuencia menor penetracion pero mejor 
imagen y viceversa (Quintela et al 2006) 
Las frecuencias más comunmente usadas en la evaluación de los organos 
reproductivos de grandes animales como la vaca son 3 5 5 0 y 7 5 MHz Las 
estructuras relativamente pequenas como los foliculos ovaricos localizados mas 
próximos del transductor se pueden estudiar con una frecuencia entre 5 0 y 7 5 
MHz Por el contrario grandes estructuras localizadas cerca del transductor 
tales como fetos y uteros de mediana y avanzada gestacion se observan mejor 
con frecuencias de 3 5 MHz (Perea 2005) 
2 Aplicación 
-• 
Actualmente la ultrasonografía es empleada eficazmente como una herramienta 
de diagnóstico en las diferentes especies de animales siendo el diagnostico 
reproductivo uno de los pnnapales campos En la hembra bovina existen una 
gran cantidad de aplicaciones prácticas de modo que se mencionan a 
continuación algunas de las mas relevantes 
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2 1 Detenninacion del Estado Funcional Ovanco 
El examen ecografico de los ovarios es util para el control del reinicio de la 
actividad ovanca posparto para identificar el momento del ciclo en que se 
encuentra la vaca para prever el resultado de los tratamientos de induccion y 
sincronizacion de celo optimizar los tratamientos de superovulación y 
diagnosticar la presencia de estructuras patologicas (Quintela et al 2006) 
Los foliculos °varices como cualquier estructura que esta llena de liquido 
aparecen en la pantalla del ecógrafo como áreas de color negro también 
denominadas no ecogenicas Los foliculos en general tienen forma redondeada 
pero tambien pueden presentarse formas mas irregulares generalmente debido 
a la compresión de los foliculos adyacentes al cuerpo luteo o a la compresión 
entre los foliculos y el estroma °varice Las paredes que separan los foliculos 
pueden ser muy delgadas y en consecuencia Mides de distinguir A veces la 
presencia de dos foliculos adyacentes y del mismo tamano da la impresión de 
estar en presencia de un foliculo grande e irregular Las medidas de los 
foliculos son en realidad las medidas del antro folicular ya que no se incluye el 
espesor de la pared Esto es conveniente debido a que es mucho mas fácil 
distinguir el borde entre el antro y la pared folicular que el limite entre la pared 
folicular y el estroma del ovario (Bo y Caccia 2000) 
El cuerpo luteo se muestra evidente utilizando sondas de 5 0 y 7 5 megahertz 
de doble frecuencia (Roa y Castillo 2006) Se muestra evidente en imagenes 
ecográficas alrededor de los dos a tres dias posteriores a la ovulación Esta 
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estructura es hipoecogenica en la vaca algo oscura y redondeada con 1 5 a 3 5 
centimetros de tamano en correspondencia con los estadios del cuerpo luteo 
hemorragico maduro o en regresion (Tamayo 2000) Este se mostrara como 
una imagen en forma circular con una cabeza mas o menos prominente sobre la 
superficie del ovario En su interior se puede apreciar una pequena cavidad con 
liquido (anecogenica) o bien una banda blanca (hiperecogenica) que lo atraviesa 
de un extremo a otro (Quintela et al 2006) 
En investigaciones realizadas entre el 30 y 80 por ciento de los CL presentan 
cavidad central de dos a 20 milimetros de diámetro con zona anecogenica 
oscura probablemente conformada por el liquido folicular del foliculo que originó 
al cuerpo luteo y rodeada por tejido luteal en estos casos los cuerpos luteos 
son fisiologicos La concentración de progesterona y el porcentaje de gestacion 
no muestran diferencias significativas en vacas con cuerpos luteos con cavidad 
en comparación con los que tienen cuerpos luteos compactos (Tamayo 2000) 
En hembras superovuladas tambien podemos evaluar la presencia de cuerpos 
luteos pero cuando la respuesta es superior a 10 ovulaciones por ovario es 
dificil precisar ftl numero de ellos Sin embargo la ecografia nos permite hacer 
t- 
una valoracion mas precisa de la respuesta superovulatona determinar la 
presencia de foliculos anovulatonos y descubrir estados patológicos cuya 
información es fundamental para decidir si se efectua o no la recolección de 
ovocitosiembnones (Tamayo 2000) 
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2 2 Diagnostico Precoz de la Gestacion y Deternunacion del Tiempo de 
Gestacion 
La deteccion precoz de la gestación en los rodeos lecheros es la practica más 
utilizada de la ultrasonografia reproductiva En tanto que en rodeos de cna esta 
siendo rapidamente incorporado debido a sus beneficios precocidad inocuidad 
y segundad diagnóstica Es asi que a partir de los 25 28 dias post 
inseminacion es posible detectar el saco gestacional con alta preasion (95 por 
ciento) y con minimo nesgo de perdida debido a la escasa o nula manipulacion 
del aparato genital (Boyezuk 2007) 
En la practica hemos podido comprobar que para realizar un buen diagnostico y 
afirmar con una probabilidad de 100 por ciento la gestación es necesario haber 
observado los siguientes signos dilatación del cuerno uterino con contenido 
liquido membranas fetales embnon y latido cardiaco (Quintela et al 2006) 
De acuerdo con Pierre et al (1997) es difícil detectar el embrión antes del dia 
20 posfertilizacion Debido a que todavía al dm 20 mide apenas cuatro 
milimetros (Quintela et al 2006) En la práctica ultrasonografica a partir del dia 
-›, 
25 se puede observar el cuerpo embrionario mientras los latidos del corazón 
nos indican que vive (Boyezuk 2007) 
Las investigaciones al respecto revelan imágenes de la dinámica embrionaria y 
fetal en rangos de 3 5 a 4 0 milimetros alrededor del dia 22 hasta 64 5 a 67 5 
milimetros a los dos meses de preñez La morfologia del embrión se transforma 
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de una fina linea a una forma de herradura entre los dias 20 a 25 pero luego se 
aprecia en forma de L mayuscula aproximadamente en la quinta semana 
(Quintela et al 2006) En este momento también es posible realizar las 
mediciones correspondientes comprobar si es normal su desarrollo y detectar la 
presencia de uno o mas embriones (Pierson et al 1993) 
El cordón umbilical es visible desde la sexta semana En la séptima semana ya 
es posible distinguir las pezunas y comienzan a producirse los primeros 
movimientos fetales A partir de este momento y conforme nos aproximamos a 
los 55 a 60 días aparecen los primeros centros de osificacion (Quintela et al 
2006) 
2 3 Determunacion del Sexo Fetal 
La determinacion de la gestación es una operación que requiere tiempo y 
paciencia (Curran et al 1989 Hanzen et al 1991 Badtram et al 1991 y 
Rajamahedran et al 1994) 
El fundamento de la determinación del sexo se basa en la visualización del 
tuberculo genital en una localizacion u otra Su imagen es la de una estructura 
, 
hiperecogénica que puede aparecer bilobulada o tnlobulada Esta estructura 
originará el pene en el macho y el clitons y la vulva en la hembra (Ruperez 1997 
y Quintela et al 2006) 
Para el dia 80 ya no se habla de tubérculo genital sino de pene y clitons 
Además se visualizan ya escroto y mamas (Bo y Caccia 2000 Tamayo 2000 
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Bellenda 2003 Ruperez 1997 y Quintela et al 2006) Hasta el dia 50 el 
tubérculo genital se encuentra en una distancia intermedia entre el cordón 
umbilical y la base de la cola en este momento se aproxima hacia el cordon 
umbilical en el macho o hacia la base de la cola en la hembra (Ruperez 1997 y 
Quintela et al 2006) La ubicacion definitiva detras del cordon umbilical en el 
macho se produce en el dia 56 y cerda de la base de la cola en la hembra el dia 
53 (Bo y Caccia 2000 y Tamayo 2000) 
Por ecografía se diagnostica el sexo a partir del dia 55 de gestación La edad 
ideal va desde el dia 58 al 75 esto depende en gran medida de la localizacion 
del utero asi si el utero se mantiene pélvico el sexado se puede realizar hasta 
mas de los 100 días pero si la vaca tiene un utero grande o descolgado en 
cavidad abdominal es muy dificil llegar con la sonda cerca del feto y obtener 
una calidad de imagen diagnóstica (Ruperez 2004 De la Riera 2004 Gnemmi 
2004) 
2 4 Estudio de la Dinamica Folicular 
Como se vio en más detalle en la parte B de la revisión de literatura otra de las 
aplicaciones déla ultrasonografia es el estudio de la dinámica folicular Gracias 
al empleo de la ecografia en vacuno se han conseguido establecer los patrones 
de crecimiento folicular en hembras prepuberes con 2 semanas de edad (Evans 
et al 1994) en novillas (Savio et al 1988 Ginther et al 1989b Sunderland et al 
1994 Solis 2006) en vacas postparto (Savio et al 1990) en gestantes (Pierson 
y Ginther 1986 Ginther et al 1989c Thatcher et al 1991 Ginther et al 1996b) 
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en vacas anovulatonas (McDougall et al 1995) o en vacas que hablan recibido 
tratamientos de sincronizacion de celos (Sirois y Fortune 1990 Stock y Fortune 
1993) 
El uso de la ultrasonografia ha permitido revelar que el crecimiento folicular 
ocurre en forma de ondas de modo que fundamentado en este acontecimiento 
se ha podido mejorar la eficiencia en programas de reproducción asistida como 
la sincronización de la ovulación (Bo 2002) la superovulación (Bo y Mapletoft 
1999 Solís 2006) y la aspiracion folicular transvaginal (Adams et al 1993 
Sanada et al 2001) 
2 5 Aspiracion Folicular Transvaginal para Obtencion de Ovocdos 
Durante los años 90 la ecografia guiada comenzó a utilizarse como metodo de 
recoleccion de modos en bovinos los que luego son empleados para la 
produccion in vitro de embriones Se realiza tanto en vacas adultas como en 
animales jovenes 
Para la realización de esta técnica el transductor o sonda es colocado en un 
soporte rigidoRde 50 centímetros que contiene la gula de la aguja de punción 
Las agujas se introducen por una guia adaptada a la parte plástica o metálica 
que sujeta el transductor una bomba de vacío permite realizar la presión de 
aspiración necesaria para recolectar el contenido de los foliculos puncionados 
(Denis 2008) Este procedimiento aporta considerables ventajas al ser poco 
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traumático mínimamente invasivo y ser repetible en sucesivas ocasiones 
(Quintela et al 2006) 
La imagen de la pantalla del ecógrafo se utiliza para guiar la aguja de puncion 
dentro del ovario hasta el foliculo por lo que la calidad de la imagen del equipo 
es de suma importancia (Bo y Caccia 2000) 
En la actualidad se trata de una técnica plenamente consolidada ya que la 
combinación de la aspiración folicular transvaginal ecoguiada y de la 
fecundación in vitro ha permitido la obtención de un gran numero de terneros 
Además la combinación de ambas técnicas permite producir mayor numero de 
embriones por unidad de tiempo que los programas MOET (Quintela et al 2006) 
2 6 Diagnostico de Patologias del Aparato Reproductor 
A menudo se encuentran en el aparato reproductor patologias que son de dificil 
identificacion por palpacion rectal ademas de que en muchas ocasiones no se 
puede distinguir unas de otras como lo es el caso de los quistes ováricos que 
pueden ser luteales o foliculares Además de estas algunas otras patologias del 
aparato reproductor que pueden ser detectadas por ultrasonografla son la 
endometntis metntis piometra y fetos macerados y momrficados 
El diagnostico de quistes en el ganado vacuno ocurre con mayor frecuencia 
durante los exámenes posparto de rutina (Tamayo 2000 Fncke 2004) La 
palpación rectal de una estructura grande y llena de fluido es comunmente 
interpretado como un hallazgo cinco de un quiste folicular La diferenciación de 
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quiste folicular quiste folicular luteinizado y cuerpo luteo con cavidad por 
palpación rectal no es facil (Pieterse 1989 Tamayo 2000 Fricke 2004) La 
precisión en el diagnostico aumenta cuando se usa ultrasonografia transrectal 
con la correcta identificacion de mas del 90 por ciento de los quistes luteales y 
cerca del 75 por ciento de los foliculares (Tamayo 2000 Fricke 2004) Hay que 
tener en cuenta que una sola exploración ecográfica a menudo no sera 
suficiente y habrá que tratar el perfil ultrasonográfico a lo largo de vanos días 
(Pérez et al 2002) 
En el aparato reproductor tambien son frecuentes las colecciones de liquidos 
(mucus) y sobretodo patologicos (endometntis metntis y piometra) Estas 
colecciones liquidas al contrario de lo que ocurre con las vesiculas embrionarias 
no estan contenidas en una membrana 
	 El contorno es de hecho irregular 
(Chaffaux et al 	 1982) 	 Sin embargo 	 el exudado purulento en el utero es 
altamente ecogénico y podna pasar desapercibido pero se diferencia por que se 
mueve libremente (Brad 1994) 
En los casos de fetos macerados y momificados se aprecia un acumulo de 
huesos cuya distribucion se puede evaluar adecuadamente con el ecógrafo Los /- 
fragmentos de huesos se ven como áreas densas ecogénicas Rodeando y entre 
los huesos se ve fluido purulento con la típica apanencia de un fondo no 
ecogénico conteniendo numerosas y pequenas particulas ecogénicas (Fissore et 
al 1986) 
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D ASPIRACION FOLICULAR TRANSVAGINAL GUIADA POR ECOGRAFIA 
EN EL BOVINO (OVUM PICK UP OPU) 
La tecnica de aspiración folicular transvaginal guiada por ecografia conocida 
como OPU por sus siglas en ingles (Ovunn Pick up) consiste en la recolección 
de ovocitos (con ayuda de una aguja introducida por la vaginal) mediante la 
punción de los folículos visualizados a través de un ecógrafo en hembras vivas 
(Pieterse et al 1988 Denis et al 2000 Bage el al 2003) 
La misma comenzó a utilizarse en la mujer en la década de los años 80 y se 
describe por primera vez en bovinos por Pieterse el al (1988) a finales de los 
años1990 La técnica se habla extendido vertiginosamente a numerosos 
paises ya que sin dudas abre nuevos horizontes en el campo de las 
biotecnologias de la reproduccion Actualmente se utiliza por la mayona de los 
centros dedicados a la producción de embnones in vitro (Hasler el al 1995 
Ward et al 2000 Petyim et al 2003) 
Antiguamente la recolección de ovocitos para la produccion in vitro de 
embriones proyenia sólo de hembras sacrificadas u ovanoectomizadas Esta 
metodologia presenta grandes limitaciones puesto que no permite ser 
reproducida disminuyendo la producción de embriones y por tanto se encuentra 
limitada la posibilidad de descendencia de las hembras sacrificadas En cambio 
la técnica de OPU permite la obtencion de ovocitos de calidad y de forma 
estable a partir de animales previamente seleccionados y controlados Este 
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procedimiento no invasivo y repetible no afecta el estado productivo y/o 
reproductivo ni compromete la fertilidad futura de las donantes (Donnay et al 
1997 Maillard et al 2003 Denis 2008) 
La produccion in vitro de embriones (PIV) a partir de ovocitos recolectados por 
OPU puede ser una alternativa para la transferencia de embriones (TE) tanto en 
un marco comercial como en los programas del mejoramiento genético 
(Roschlau et al 2003) Con la utilización de esta técnica se pueden producir dos 
6 tres veces más embriones por vaca que por el método convencional (Palma 
2001) 
1 Aplicaciones de la Tecnica 
La aspiracion folicular in vivo fue empleada para sincronizar la onda de 
crecimiento folicular este método tuvo su origen a partir de la cautenzacion del 
foliculo dominante (Adams et al 1993) Se recomienda la aspiración de todos 
los foliculos mayores de 5 mm lo cual se logra a partir de la ultrasonografia via 
transvaginal observandose el crecimiento sincrónico de una nueva onda folicular 
1 5 días post aspiración (Denis 2000) Trabajos realizados con vacas Criollas 
(Denis 2001) y-Siboney (Denis 2006) han evidenciado el inicio de una nueva 
onda de crecimiento folicular 1 7 dias después de aplicada la aspiracion folicular 
con características similares a la onda normal 
Estos trabajos de sincronización de la onda folicular a traves de OPU sirvieron 
de base para evaluar la respuesta superovulatona entre este metodo (fimo) y 
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los tratamientos clásicos hormonales (Bo et al 2000 Mapletoft et al 2003 
Burke et al 2003 Martinez et al 2003) Todos estos estudios son de gran 
utilidad para la elaboración de nuevas estrategias para la aplicacion de metodos 
de sincronizacion de celos inducir la ovulación tratamientos superovulatonos e 
incremento de la fertilidad (Pedroso y Roller 1999 Roller 2006) asi como para 
incrementar significativamente la respuesta superovulatona cuando se hace 
coincidir el inicio del tratamiento con el inicio del crecimiento de una nueva onda 
folicular (De Roover et al 2005) 
Ademas de la sincronización de las ondas foliculares la tecnica OPU es muy 
utilizada en todo el mundo para la obtención de ovocitos utilizados para la 
producción in vitro de embriones (Goodhand et al 2000 Merton 2003 Aller et 
al 2010) Antiguamente la recolección de ovocitos para este fin provenia solo 
de hembras sacrificadas u ovarioectomizadas Esta metodología presenta 
grandes limitaciones comparada con la OPU puesto que no permite ser 
repetido disminuyendo asi la produccion de embriones y descendencia de las 
hembras sacrificadas (Palma 2001) 
La OPU comojuente estable para la obtención de ovocitos puede ser utilizada 
en aquellos animales que presenten problemas reproductivos (oviductos 
obstruidos metritis persistente etc ) animales viejos refractarios a los 
tratamientos superovulatonos así como de animales saludables de alto valor 
genético que se encuentren vacías gestantes (primer trimestre) o en el periodo 
pospartal temprano (60 chas) (Denis 2008) 
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Pueden obtenerse además ovocitos de hembras prepuberes a partir de un mes 
de nacidas lo cual disminuye considerablemente el intervalo generacional 
(Murphy y Pescador 1996) En resumen la técnica (OPU) demuestra ser un 
procedimiento efectivo para obtener ovocitos a partir de animales vivos resulta 
ser un procedimiento no invasivo y repetible que permite incrementar el 
rendimiento reproductivo de hembras superiores geneticamente al utilizar los 
ovocitos obtenidos para la producción de embriones a partir de otras 
biotecnologlas como la fertilización in vitro Permite además incrementar la 
descendencia de hembras subfértiles asi como de animales prepuberes y 
gestantes todo lo cual posibilita una mayor precision de los indices de seleccion 
y realizacion de investigaciones básicas en hembras donantes (Douar 1998) 
Existen reportes de otros métodos empleados para la recoleccion de ovocitos en 
hembras vivas de forma repetida tal es el caso de la punción folicular utilizando 
para ello la tecnica laparoscópica (Schellander 1989) pero este resulta 
demasiado invasivo y laborioso siendo frecuentes las formaciones de 
adherencias y existe un alto riesgo de peritonitis Finalmente desde que 
Pieterse et al (1988) modificaron la técnica de aspiracion folicular utilizada en 
reproducción it'umana para utilizarla en la ganaderia este método se ha 
impuesto y ha sido modificado hasta la actualidad por diferentes grupos de 
investigadores (Aerts et al 2004 Bols 2005) 
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2 Descripcion de la Tecnuca 
Para la realización de esta tecnica el transductor o sonda es colocado en un 
soporte rigido de 50 centimetros que contiene la gula de la aguja de punción 
Las agujas se introducen por una gula adaptada a la parte plastica o metálica 
que sujeta el transductor una bomba de vacío permite realizar la presión de 
aspiracion necesaria para recolectar el contenido de los folículos puncionados 
presiones entre 50 (Fry et al 1994) y 85 milimetros de mercurio (Gibbons et al 
1994) han sido reportadas con buenos resultados 
Existen tres tipos de agujas las largas de uso unico las cortas de inyección 
(desechables) y un sistema semidesechable en el cual se cambia la punta de las 
agujas largas por agujas cortas desechables las largas (35 a 60 centimetro) 
tienen el inconveniente que pierden el filo con facilidad por lo que es necesario 
cambiarlas entre vaca y vaca son muy caras y el ovocito debe transitar una gran 
distancia por una superficie metálica las cortas son tambien de uso unico y 
mucho más baratas constituyendo un sistema más practico (Denis 2008) 
Las agujas de bisel corto suelen ser mas eficaces ya que la tasa de recolección 
es mayor y el ano a las celulas del cumulo menor (Bols et al 1997) En el 
caso del sistema semidesechable se han reportado daños en la calidad de los 
ovocitos recolectados debido a la toxicidad de los fundentes utilizados y 
longitud metalica por donde debe transitar el ovouto (Bols 2005) 
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Para la realización de OPU (Bols et al 2004) resulta indispensable disponer de 
tres componentes un equipo de ultrasonido (ecógrafo) con su respectivo 
transductor una bomba de aspiración y un sistema de gula de aguja conectado 
a un tubo colector 
En la actualidad existe una gran variedad de marcas de ecógrafos (Aloka Pie 
Medical Starvet Essaote Aguda etc ) muchos de los cuales se han 
especializado en el diseño de transductores (sectoriales convexos o lineales) 
apropiados para realizar OPU capaces de trabajar incluso con dos frecuencias 
(Denis et al 2004) Justo antes de iniciar el acto de la punción algunos equipos 
de trabajo prefieren sedar las hembras con hidrocloruro de detomidina 
(Domocedan) via endovenosa a razón de un miligramo por 100 kilogramos de 
peso vivo y/o (Buscopan) hyoscine N butylbromide utilizado como relajante 
intestinal antes de aplicar la anestesia epidural (Bol 1997) Sin embargo en 
Francia y otros paises OPU se realiza de modo habitual solo con la aplicacion 
de anestesia epidural (5 mililitros de lidocaina al dos por ciento) de modo que 
se produzca la insensibilización del aparato genital y una disminucion de los 
movimientos penstálticos a nivel del recto lo cual facilita tanto la localización 
-,, 
como la manipulacion de los ovanos (Heyman et al 2002) 
Posteriormente se extraen las heces fecales del recto y se procede a la limpieza 
desinfección y secado de la vulva y la región perineal con agua desinfectante y 
papel higiénico Una vez colocada la aguja en la gula del transductor se 
introduce este a través de la vagina la mano libre del operador se introduce por 
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el recto para proceder a la localizacion y acercamiento del ovario al transductor 
que se coloca a la derecha o izquierda del cervix segun el ovario seleccionado 
para iniciar la puncion (Bols 1997) 
Los folículos se observan como imagenes anecogenicas (color negro) en el 
ovario es necesario hacer coincidir estos con la linea discontinua que aparece 
en la pantalla del ecógrafo (previa activación del nnenu puncion) y que marca el 
recorrido de la aguja (Figura No 4) 
FIGURA No 4 IMAGEN ECOGRÁFICA DE UN OVARIO CON LOS FOLÍCULOS 
(F) Y LINEA DE PUNCIÓN (LP) QUE MARCA EL RECORRIDO 
DE LA AGUJA 
Esto se logra a traves de la manipulación sobre el ovario posteriormente se 
inicia la presion negativa y se hace avanzar la aguja es posible visualizar la 
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aspiracion al desaparecer de la pantalla la imagen del foliculo (Bols 1997) La 
manipulación de la aguja puede realizarse por el propio operador aunque por lo 
engorroso que resulta generalmente es realizado por un ayudante Antes de 
iniciar la operación se hace pasar por la aguja una solución fosfatada buferada 
(PBS) a la cual se le adiciona 04 por ciento de suero de albumina bovino (SAB) 
o uno por ciento de suero fetal bovino (SFB) y 10 unidades internacionales por 
mililitro de hepanna sádica para evitar la coagulacion de la sangre que es 
abundante en el tubo de recolección (Hasler 1992) también es posible pasar 
solamente la solución de PBS con hepanna (Heyman et al 2002) 
El contenido de la puncion cae directamente a un filtro o a un tubo de 
recolección el cual se mantiene a 37 grados centigrados hasta el momento en 
que se procede a la busqueda y clasificacion de los ovocitos colectados El 
diámetro del filtro utilizado no debe ser mayor de 100 micras (Filtro EMCON) 
posteriormente el contenido se lava con PBS o puede adicionársele a esta 0 4 
porciento de SAB y 10 unidades internacionales por mililitro de hepanna sodica 
(a 37 grados centígrados) para eliminar la sangre (Nibart y Marquant Le 1995) 
y realizar más fácilmente la busqueda y clasificacion morfológica de los ovocitos 
la cual se realiza en un estereoscopio óptico binocular (Marquant Le et al 
1989) 
2 1 Clasuficacion de ()vomites 
La morfologia de las células del cumulo y el aspecto microscopico del citoplasma 
son los aspectos considerados de mayor importancia para estimar la calidad de 
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los ovocitos colectados ya que se ha demostrado la relación que existe entre 
estos y el posterior desarrollo embrionario (De Loss et al 1989 Hazeleger et 
al 1995) Otros estudios (Fair el al 1995) relacionan además la talla del 
ovocito con el desarrollo embrionario posterior y encontraron que ovocitos con 
un diametro inferior a 110 micras tienen una maduracion nuclear y/o 
citoplasmatica incompleta en el momento de la fecundacion y el numero de 
blastocistos que se logra con ellos es significativamente inferior al que se 
alcanza con ovocitos de mayor tamano (mayor a 110 micras) 
CUADRO I CRITERIOS DE SELECCIÓN DE LOS COMPLEJOS CUMULUS 
OVOCITOS 
Clasificación ICntenos  
Cumulus con capas multiples 
1 	 Cumulos compacto La totalidad el CCO es clara y transparente 
Citoplasma homogeneo 
Cumulus como 1 o algo mas oscuro y menos transparente 
2 	 Ooplasma con granulacion mas gruesa y mas oscura que en 1 en la 
periferia 
Cumulus menos compacto más oscuro que en 1 02 3 Con manchas oscuras 
4 	 Cumulus expandido  
Fuente De Loos et al (1989) 
3 Factores que Inciden en los Resultados de la Tecnica 
Esta técnica se utiliza en donantes que se encuentren en diferentes estados 
productivos (secas o en ordeno) y/o reproductivos (novillas o vacas gestantes) 
En este caso se recomienda realizar la punción entre el segundo y tercer mes 
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de gestación ya que en el primer mes resulta riesgoso Usar el cuerpo luteo 
joven y comprometer la anidación del embnon Pasados los tres meses de 
gestación los ovarios son inaccesibles por esta via OPU ha sido aplicada 
ademas con buenos resultados en animales tanto ferbles como infertiles Existe 
un grupo de factores técnicos y biológicos que influyen en los resultados de la 
punción folicular in vivo (Douar 1998) dentro de estos se encuentran 
3 1 Factores Tecnicos que Influyen en los Resultados 
Estos son factores vinculados al equipo de aspiracion empleado los cuales se 
considera pueden ejercer gran influencia sobre la cantidad y calidad de los 
ovocitos colectados Tal es el caso de las agujas para la aspiracion y la presion 
de va= empleadas 
3 11 Tipo y Calidad de las Agujas Utilizadas 
Dentro de los aspectos relacionados la calidad de las agujas y el filo que estas 
posean (Sasamoto et al 2003) resultan esenciales para el éxito de OPU (Scott 
et al 1994) 
_- 
Un gran numeró de investigadores recomiendan el empleo de agujas largas (50 
60 centimetros) con diámetro exterior entre uno y 1 5 milimetros estas son 
relativamente fáciles de construir y manejar y tienen una vida util prolongada 
(Pieterse et al 1988 Galli et al 2001 Merton 2003) entre sus desventajas 
figuran sus altos precios y la pérdida con facilidad del filo por lo que necesitan 
ser reafiladas regularmente sin embargo no vuelven a recuperar su filo inicial 
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(Simon et al 1993) Rath (1993) desarrollo un método alternativo al utilizar 
agujas desechables (utilizadas en la via epidural numero 18G) las cuales 
poseian entre sus ventajas que resultan muy baratas estériles y adaptables 
Sin embargo se requena de un complejo sistema de guia para poder ser 
utilizadas el proximo paso fue simplificar este sistema Bols et al (1998) 
disenaron un sistema que combinó estas agujas desechables y su sistema de 
gula a un dispositivo metálico que fijaba además un transductor sectorial todo 
lo cual facilitaba la operación y obtuvieron un 42 por ciento de tasa de 
recolección (numero de ovoatos recolectados por cada 100 folículos 
puncionados) Este valor es influenciado por el diámetro de la aguja la presión 
de aspiración y la experiencia del operador reportándose resultados por 
diferentes equipos de trabajo que vanan entre siete por ciento (Scott et al 1994) 
y 69 6 por ciento en la tasa de recolección (Looney et al 1994) 
3 1 2 Presion de Ase:rimen 
La presion de aspiracion que se alcanza en la punta de la aguja depende tanto 
de la presión negativa ejercida por la bomba de aspiracion como del largo y 
ancho del sistiwa de tubos de recolecta y del diámetro de la aguja utilizada por 
lo que resulta más aceptado expresar esta como la cantidad de fluido 
recolectado por minuto que en milimetro de mercurio ya que un simple cambio 
en el diámetro de la aguja puede tnplicar la cantidad de fluido recolectado (Bols 
et al 1996) Este aspecto tiene gran importancia ya que existe una relacion 
directa entre la presión de aspiración y la calidad de células del cumulo intactas 
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de estos dependerán los resultados que se obtengan en cuanto a maduración y 
capacidad futura de desarrollo embrionario 
Bols et al (1996) compararon tres diámetros de aguja y cinco presiones de 
aspiración y obtuvieron las mayores tasas de recolecaon con las agujas de 
mayor diámetro (18G) independientemente de la presion de aspiracion utilizada 
mientras para todos tipos de agujas las mayores tasas de recolección fueron 
logradas al aplicar las mayores presiones de aspiracion Sin embargo las 
mayores cantidades de ovoatos con cumulos intactos se obtuvieron al aplicar 
presiones de aspiracion menores o sea que el numero de complejos cumulo 
ovoatos (COCs) intactos decreció en la misma medida en que la presion de 
aspiracion era mayor aumentando también el numero de ovoatos desnudos 
similares resultados fueron confirmados más tarde por Ward et al (2000) 
En cuanto al diametro de la aguja Bols et al (1996) encontraron una mayor 
cantidad de ovoatos con cumulos intactos y menor cantidad de ovocitos 
desnudos al utilizar agujas numero 21 (21G) a bajas presiones Galli et al 
(2001) y Petyim et al (2001) alcanzaron buenos resultados utilizando presiones 
entre 20 25 mililitros de agua por minuto -y 12 15 mililitros de agua por minuto 
empleando agujas con diámetro de 20G y 19G respectivamente mientras Argov 
et al (2004) recomienda una presión de aspiracion de 25 mililitros de agua por 
minuto al utilizar agujas con un diámetro de 18G 
Denis (2006) después de probar tres presiones de aspiración demostró que una 
presión de aspiración de 26 mililitros de agua por minuto resulta óptima tanto 
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para la tasa de recoleccion como para la cantidad y calidad de los ovocitos 
recolectados presiones inferiores y superiores a esta (18 y 36 mililitros de agua 
por minuto) producen variaciones desfavorables en estos indicadores 
3 2 Factores Biologicos que Influyen en los Resultados 
En este grupo se encuentran aquellos factores relacionados directamente con la 
fisiología del animal Tal es el caso de la frecuencia de aspiración y la 
estimulación hormonal previa que tienen un efecto sobre la dinámica folicular y 
por ende sobre cantidad de estructuras foliculares disponibles para la aspiración 
La condición corporal estado de salud raza edad fertilidad y categona de la 
donante también pueden influenciar los resultados 
3 2 1 Frecuencia de la Puncion Folicular y el Momento Relativo al Ciclo de 
la Donante 
Una de las ventajas que ofrece esta tecnica es precisamente que puede ser 
altamente repetible en un mismo animal al respecto Pieterse et al (1991) 
realizó OPU en diferentes momentos del ciclo estral durante un periodo 
superior a tres meses Vos et al (1994) obtuvieron un numero 
significativamente superior de ovocitos cuando realizaron la OPU 22 horas 
posterior al pico de LH respecto a cuando realizaron esta antes de que se 
produjera el pico de esta hormona 
Por su parte Hendnksen (2004) obtuvo un numero de complejos cumulo 
ovocitos (COCs) de mayor calidad cuando realizó OPU el dia cinco del ciclo 
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estral respecto a cuando realizo esta el dia ocho momento en que estuvo 
presente un foliculo dominante lo que sugiere que la presencia de este foliculo 
afecta o inhibe el desarrollo del resto de los foliculos subordinados Van der 
Schans et al (1991) puncionaron un mayor numero de foliculos (46 0 contra 
25 3) y obtuvieron un mayor numero de COCs (18 8 contra 10 8) en vacas 
estimuladas hormonalmente cuando los ovarios fueron puncionados dos veces 
por semana comparada con una punción 
Varios autores coinciden en afirmar que la frecuencia de aspiración de dos 
veces por semanal ofrece los mejores resultados en cuanto a cantidad y calidad 
de COCs recolectados (Simon et al 1993) y numero de blastocitos obtenidos 
despues de la fertilización in vitro (Gibbons et al 1994) Por lo que se puede 
asumir que con esta frecuencia de OPU el folículo dominante es aspirado 
durante cada sesion y de este modo se estimula el crecimiento de una nueva 
onda folicular formada solamente por pequenos foliculos en crecimiento (Bergfelt 
et al 1994) Sin embargo existen reportes que refieren haber obtenido optimos 
resultados con la aplicacion de esta técnica tras un intervalo de siete chas entre 
sesión de OPU (lmai et al 2000) 
3 2 2 Gond:clon Fisiolowca y Corporal de las Donantes 
La recoleccion de ovocitos en animales vivos no excluye a las hembras en 
estado de gestación de modo que es posible realizar la recolección durante el 
primer trimestre de la gestacion (Reinders et al 1996) Esta puede realizarse 
además en hembras despues de haber sido estimuladas con FSH (Meintjes et 
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al 1995) aunque no siempre se logra obtener mayor numero de ovoatos 
(Bungartz et al 1995) Dominguez (1995) encontro incremento en el numero de 
foliculos medianos y grandes en hembras gestantes comparado con hembras 
ciclicas Argov et al (2004) observaron un incremento de foliculos recolectados 
al aumentar el numero de sesiones de aspiración en vacas al inicio de la 
lactancia La subnutricion (condición corporal desfavorable) no tuvo un efecto 
negativo en la morfología de los ovoatos 
No obstante se evidencio una disminución significativa en el numero de 
blastoastos producidos in vitro (Lopez et al 1996) y el incremento proporcional 
encontrado por Domínguez (1995) entre la calidad de los ovoatos en la medida 
en que se incrementaba la condición corporal Leroy (2004) demostraron por su 
parte que los cambios metabólicos detectados en el suero de vacas altas 
productoras de leche después del parto están presentes también en el líquido 
folicular de los foliculos dominantes por lo que las posibilidades de desarrollo 
del ovocito presente en el pueden verse limitadas 
3 2 3 Raza Edad Fertilidad y Categoria de la Donante 
Gran cantidad de estudios demuestran mayor respuesta en ganado Bos indicus 
debido a que los animales Bos indicus presentan naturalmente mayor numero de 
foliculos por onda ovoatos (Blaschi el al 2004) como indica Cruz et al (2009) 
cuando encontraron un promedio de 16 3 COCs procedente de vacas Bos 
indicus versus 4 6 ovocitos procedentes de vacas Bos taurus De Armas et al 
(1994) recolectaron una mayor cantidad de complejos cumulo-ovoatos por 
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ovario en la raza Holstein respecto a los cruzamientos (Holstein x Cebu) Sin 
embargo la cantidad de blastocistos obtenidos despues de la FIV fue superior 
en los animales mestizos Katska y Smorag (1984) observaron una disminucion 
progresiva en la actividad ovanca en vacas viejas pero no decrecio con la edad 
la capacidad de produccion de gametos 
La utilización de OPU en animales muy jóvenes está limitada por el reducido 
tamaño de la pelvis pero en dependencia del desarrollo del tracto genital y del 
tipo de transductor utilizado se han reportado trabajos en novillas entre 6 y 8 
meses en la raza Holstein Friesian (Bols et al 1999) También se ha reportado 
la aplicación de esta técnica en terneras pero varía la forma de manipulación de 
los ovarios (Brogliatti et al 1995) aunque el principal problema que se presenta 
después de aplicar OPU en animales impuberes esta relacionado con la 
disminución en la capacidad de desarrollo in vitro de los ovocitcts recolectados 
(Taneja 2000) Van Wagtendonk et al (1998) encontraron un numero 
significativamente mayor de blastocistos cuando utilizaron donantes de 
ovocitos mayores de tres anos respecto a las menores (46 7 contra 42 0 por 
ciento respectivamente) 
Nibart y Marquant Le et al (1995) muestran resultados de varios autores 
relacionados con la cantidad y calidad de ovocitos colectados la tasa de 
colección y el promedio de embnones viables obtenidos al utilizar vacas o 
novillas como donante donde los mejores resultados en todos los indicadores 
evaluados están a favor de las primeras Denis et al (2006) demostró que la 
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categoria de la donante influye significativamente (P<0 01) en los resultados de 
la técnica de OPU siendo estos superiores en vacas respecto a las novillas 
independientemente de su estado reproductivo (gestantes y vacias) 
OPU tiene entre sus ventajas que puede ser empleada en aquellos animales que 
no tengan buena respuesta a los tratamientos superovulatonos En Belgica el 
primer ternero nacido por esta técnica se logro a partir de un ovocito recolectado 
de una vaca de baja fertilidad seguido de la transferencia de otros 56 embriones 
producidos in vitro donde de las 12 gestaciones logradas siete correspondian a 
donantes de alto valor genetico (Bols et al 1996) 
Otro de los factores que influye significativamente los resultados de OPU es de 
la individualidad de lamdonante de modo que se han reportado diferencias 
entre estas que van desde cero a 26 ovocitos recolectados por donante (Hasler 
et al 1995) Otros trabajos han comparado la cantidad de ovocitos colectados 
(3 1 contra 6 1) y la cantidad de blastocistos obtenidos por sesión (0 5 y 1 5 
respectivamente) al utilizar novillas de la raza Holstein Friesian de baja fertilidad 
comparada con novillas saludables de la misma raza (Bols et al 1996) 
3 24 Eshmulación Hormonal previa a OPU 
Existen numerosos reportes relacionados con la recoleccion de ovocitos sin 
necesidad de utilizar algun tipo de estimulación hormonal (Pieterse et al 1991) 
ya que en todos los casos han sido observados foliculos con un diametro 
supenor a dos milimetros (Kruip et al 1994) Sin embargo se han encontrado 
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en algunos animales con baja actividad ovárica (Bousquet et al 2000) en los 
cuales se hace necesario utilizar una combinacion de FSH LH o de 
gonadotropina gonadotropina crionica equina (eCG) las cuales se conoce tienen 
un efecto positivo en los tratamientos superovulatonos utilizados en la 
transferencia de embriones aunque se realizan modificaciones en las dosis y el 
tiempo del tratamiento 
Pieterse et al (1988) reportaron tasas de recoleccion superiores despues de 
tratar a las donantes con eCG unido a un aumento en el tamaño de los ovanos y 
la cantidad de folículos Trabajos posteriores (Pieterse et al 1992) mostraron 
un mayor numero de foliculos puncionados por sesion en vacas estimuladas 
hormonalmente sin embargo las tasas de recoleccion fueron inferiores Chong 
et al (2008) reportaron un incremento significativo en el numero de foliculos 
puncionados y ovocitos recolectados al estimular las donantes con eCG 
Se han reportado tratamientos progestativos (Nibart et al 1995) o con FSH 
utilizando el mismo esquema de los tratamientos superovulatonos empleados en 
la transferencia de embriones (Paul et al 1995) La utilización de dichos 
tratamientos condiciona la frecuencia de la recoleccion ya que las hembras 
, 
superovuladas solo pueden ser puncionadas una vez cada tres o cuatro 
semanas mientras que las no superovuladas pueden ser puncionadas una o 
dos veces por semana 
Otros autores (Goodhand et al 2000 De Ruigh et al 2000) reportan un 
incremento tanto en la cantidad de folículos puncionados como en la cantidad de 
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ovocitos recolectados después de estimular la donante con FSH Stubbins y 
Walton (1995) por su parte no encontraron diferencias significativas en el 
numero de foliculos colectados por puncion en hembras no estimuladas 
puncionadas dos veces por semana respecto a vacas estimuladas con FSH 
puncionadas una vez por semana De Roover et al (2005) reportaron que 
cambios mínimos en las dosis de FSH influyen en el tamano pero no en el 
numero de folículos el cual si se vio influenciado por la donante y el numero de 
sesiones de OPU 
También se ha estudiado el efecto de la hormona somatotropica bovina (BTS) 
en la población folicular (Bols et al 1998) encontrandose un incremento 
significativo en el numero total de folículos puncionados en hembras tratadas 
con dicha hormona respecto a las no tratadas pero en cuanto al numero de 
ovocitos recolectados no se encontraron diferencias significativas Murakami et 
al (2003) demostraron que la utilización conjunta de FSH con BTS podia 
provocar un numero mayor de foliculos que deben puncionase y de ovocitos 
recolectados de optima calidad 
Goodhand et al .,, (1999) por su parte llegaron a la conclusión que la cantidad de 
,--. 
embriones transferibles producidos después de una sesion de OPU semanal en 
hembras estimuladas con FSH resulta similar al alcanzado despues de aplicar 
dos sesiones de punción semanal en hembras no estimuladas Recientemente 
Bols et al (2004) han propuesto la inyección intraovarica de minidosis de FSH 
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LH para incrementar la población folicular sin que el costo del tratamiento se 
incremente significativamente 
4 Salud de las Donantes de Ovocitos 
Con el advenimiento de la técnica de produccion de embriones in vitro (PEIV) se 
hizo posible una alta utilización de genética animal seleccionada Esta 
biotecnologra ha demostrado ser capaz de proporcionar un gran numero de 
descendientes La evaluación penódica de los animales sometidos a aspiración 
folicular podna ayudar a controlar la apancion y gravedad de las lesiones Los 
resultados de Mana et al (2002) demostraran que las perforaciones del fondo 
de saco vaginal fueron curados con prontitud y en sólo dos ocasiones se 
observaron irritaciones transitorias de la vagina y el cuello del utero En general 
no hay alteraciones inflamatorias o procesos infecciosos en la vagina o en el 
resto del trato genital tubular (Viana et al 2003b) 
Los puntos de perforacion del fondo de saco vaginal pueden ser identificados 
hasta 48 a 72 horas después de los pinchazos (Viana et al 2003b) La 
formación de hematomas en la región perivaginal también pueden encontrarse 
.1." 
(Sauvé 1998) pero esta condición no parece causar grandes problemas para la 
donante Las perforaciones de los ovarios pueden causar la aparición de 
secuelas como fibrosis y adherencia sobre todo en vacas sometidas a muchas 
sesiones de la puncion Los cambios histologicos tales como la mineralización 
del parénquima o folicular dentro de las estructuras se encontraron con 
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independencia del numero de sesiones de la puncion folicular (Demarque el al 
2003) 
En los ovarios que presentaron el mayor numero de punciones el 
engrosamiento del epitelio ovárico comprometió la vision de foliculos externos 
cuando los ovarios se evaluaron macroscopicamente (Viena et al 2003b) 
Gibbons et al (1994) encontraron que los animales sometidos a un máximo de 
20 sesiones de punción mostraron una baja incidencia de lesiones Viana el al 
(2002) no observaran ninguna reducaon en la recuperacion de ovoatos por 
vaca en el curso de su periodo de prueba incluso cuando se encontraron 
secuelas de tratamiento 
Es importante tener en cuenta que la aspiracion folicular es una tecnica que 
tiene pros y contras El riesgo de secuelas existe y debe ser considerado La 
realizacion del procedimiento debe hacerse con el fin de minimizar los daños 
posibles a fin de que los resultados superen las desventajas que se esperadas 
(Seneda et al 2009) 
5 Producción de Embriones por Fecundacion In Vitro a partir de Donantes 
, 
Vivas versus Programas Convencionales de Transferencia de Embriones 
por Superovulacion (MOET) 
De acuerdo con el Manual Merck de Vetennána (2001) el periodo normal de 
gestacion bovina varia entre 281 a 89 chas es decir cerca de nueve meses 
Esto posibilita a la vaca a concebir apenas una cna al ano La aspiración 
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folicular presenta un potencial de produccion de embriones y de gestaciones con 
resultados mejores que los obtenidos con otras tecnicas pudiendo ser empleada 
en hembras con condiciones reproductivas normales o en hembras pre puberes 
Ball et al (2006) observaron en sus investigaciones que una vaca de ocho 
años de edad produce 176 embriones durante 158 colectas semanales 
Dode et al (2002) afirman que la aspiración de ovocitos inmaduros por 
aspiración folicular transvaginal asociada a la fecundación in vitro posibilita que 
sean producidas 36 crías por ano de una unica donadora De acuerdo con 
Pieterse et al (1988) el objetivo final de la aspiracion folicular transvaginal es la 
produccion de más embriones y más gestaciones por vaca donante que por 
medio de la superovulacion con los programas convencionales de transferencia 
de embriones (MOET) Posteriormente Bols et al (2005b) afirman que en la 
técnica de MOET las vacas pueden ser lavas de tres a cuatro veces durante el 
ano con un promedio de cinco embriones por lavado Con la tecnica de 
aspiracton folicular transvaginal guiada por ultrasonografia una vaca puede ser 
sometida a dos sesiones semanales obteniéndose dos embriones por donadora 
por semana siendo cuatro a cinco veces mayores los valores encontrados en 
esta , 
Viana et al (2001) afirman que la técnica de OPU presenta grandes ventajas 
cuando es comparadas con los metodos convencionales de reproduccion 
asistida ya que posibilita la recuperación de gametos directamente del ovario 
independientemente de la epoca del ciclo estral y sin la necesidad de 
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superovulacion Tambien es posible la obtencion de productos a partir de 
animales con infertilidad adquirida por disturbios en la porcion tubular del tracto 
genital 
Segun de Armas (2007) en la superovulacion el principal problema es la gran 
variabilidad individual en la respuesta de cada animal ya que de todas las 
donantes que se someten a la sobre-estimulacion ovárica entre un 15 y un 20 
por ciento no producen embriones trasferibles 
Para Seneda et al (2002) MOET presenta algunas otras restncciones ya que 
hay un gran numero de donadoras que presentan ovarios quisticos endometntis 
y lesiones iatrogenicas De modo que el numero de estructuras recuperadas no 
siempre justifica la utilización de esta tecnica Otros factores de la técnica de 
MOET que pueden comprometer a las donadoras son la constante interrupcion 
del ciclo estral y las terapias gonadotróficas Una restriccion que tambien puede 
inviabilizar la MOET es la imposibilidad de realizar esta tecnica en algunas 
situaciones de infertilidad extra ovanca como obstrucciones uterinas 
3. MATERIALES Y MÉTODOS 
Este estudio fue realizado en el Centro de Investigación en Biotecnología 
Agropecuaria, de la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad de 
Panamá. Ubicado en el corregimiento de Chiriquí, localizado a los 8'23'15.12" 
de latitud norte y 82°19'47.48" de longitud oeste. con una elevación de 26 
msnm. Dicho centro se encuentra ubicado dentro de la zona climática tropical 
de sabana, con una temperatura máxima de 32.0 t y mínima de 22.1 'C. una 
precipitación pluvial anual con promedio de 2 856.9 mm y una humedad relativa 
de 80%. 
FIGURA No 5 INSTALACIONES DEL CENTRO DE INVESTIGACIONES EN 
BIOTECNOLOGíA AGROPECUARIA 
La duración de esta investigación fue de aproximadamente diez meses. En la 
misma se utilizaron 16 novillas de la raza Brahman, con edades de entre 34 y 46 
meses, con pesos entre 820 y 1125 libras, condición corporal de 3.5 a 4.0 
(escala de 1 a 5) y todas se encontraban ciclando (presencia de cuerpo lúteo en 
uno de sus ovarios). El grupo estuvo sometido a un régimen alimenticio a 
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base de pastoreo en una asociación entre pasto Bractuana decumbens 
Bractuana bnzanta con suministro de una mezcla sal mineral en consumo ad 
libitum Todas fueron sometidas a extracción ovocitana mediante aspiración 
folicular transvaginal guiada por ecografía 
FIGURA No 6 HEMBRAS UTILIZADAS EN LA INVESTIGACIÓN 
Para tal fin se empleó un ecógrafo Essaote Aguda® con un transductor 
convexo de 5 MHz acoplado en una gula de punción ovárica con una cánula de 
18G x 55 cm la cual estaba unida a una bomba de vacío (Code® VMAR 5000) 
por medio de una tubería de silicona equipada con filtros de recolección 
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FIGURA No 7. EQUIPOS EMPLEADOS EN LA ASPIRACIÓN: 1. ECOGRAFO, 
2. TRANSDUCTOR, 3. BOMBA DE VACÍO, 4. GUÍA DE 
PUNCIÓN. 5. CÁNULA, 6. FILTRO DE RECOLECCIÓN 7. 
TUBERÍA DE SILICONA. 
En la preparación de los animales para la aspiración transvaginal. las vacas 
fueron sedadas y el recto fue relajado con Xilacina al 2% (0.5 ml/vaca IM) y se 
realizó anestesia epidural con Lidocaina al 2% (3.0 ml/vaca) para prevenir las 
contracciones rectales y facilitar la manipulación de los ovarios. El recto fue 
vaciado manualmente e higienizada la región perineal por medio de un lavado 
con agua y detergente y luego limpiada con alcohol al 70%. 
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FIGURA No 8 SEDACIÓN, VACIADO RECTAL Y LIMPIEZA DE LOS 
ANIMALES EMPLEADOS 
Posteriormente se procedió a introducir el transductor por vía vaginal, cubierto 
con un protector con gel para ultrasonografía. Los ovarios se manipularon 
rectalmente de forma tal forma que se colocaron estos contra el transductor y 
visualizaron los folículos en la pantalla del ecógrafo. Con la aguja se atravesó la 
pared vaginal, puncionando de esta forma los folículos entre 3 y 9 mm de 
diámetro, en este momento se aplicó presión de vacío de 50 a 65 mmHg y se 
recogió el aspirado folicular en los filtros de recolección, conteniendo medio de 
aspiración (PBS + heparina 10 Ul/m1). 
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FIGURA No 9. PROCEDIMIENTO REALIZADO EN LA EXTRACCIÓN DE LOS 
OVOCITOS 
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Posteriormente el medio de colección (conteniendo el líquido folicular aspirado, 
junto a los ovocitos), fue llevado hasta el laboratorio para realizar la búsqueda y 
evaluar la calidad morfológica de los complejos cumulus-ovocito (COCs) 
obtenidos. 
FIGURA No 10. COLECTA, BÚSQUEDA Y SELECCIÓN DE LOS OVOCITOS 
La calidad de los COCs fue evaluada empleando la escala de uno a cuatro 
según los criterios de selección propuestos por de Loos et al. (1989). Donde los 
COCs de grado uno fueron considerados excelentes, grado dos: buenos, grado 
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tres regulares y grado cuatro malos Los COCs de grado uno al tres se 
consideran aptos para fecundación in vitro en tanto que los de grado cuatro no 
Los cntenos de evaluación de los COCs fueron basados en el numero de capas 
de células del cumulus su compactación y homogeneidad mientras que en el 
ovoato se apreció la transparencia y homogeneidad del citoplasma 
distribuyéndose de la siguiente manera 
Grado uno 
• Cumulos con capas multiples 
• Cumulus compacto 
• La totalidad del cumulus es clara y transparente 
• Citoplasma homogéneo 
Grado dos 
• Cumulus como grado uno o algo más oscuro y menos transparente 
• Citoplasma con granulación más gruesa y más oscura en la periferia que 
en grado uno 
Grado tres 
• Cumulus menos compacto más oscuro que en uno o dos 
• Citoplasma con manchas oscuras 
Grado cuatro 
• Sin cumulus o expandido 
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FIGURA No 11. GRADOS DE CALIDAD (UNO, DOS, TRES Y CUATRO) DE 
LOS OVOCITOS COLECTADOS 
Las vacas fueron sometidas a sesiones de aspiración folicular puncionándose 
todos los folículos entre 3 y 9 mm de diámetro, durante un periodo de siete 
semanas, conformándose dos grupos según la frecuencia de punción: 
• Grupo uno: una vez a la semana. 
• Grupo dos: dos sesiones por semana. 
Tres días previos al inicio de la primera sesión de aspiración, las ondas 
foliculares de los animales se sincronizaron mediante dos métodos: 
• Método hormonal: aplicación de 2 mg benzoato de estradiol (Oyere) y 50 mg 
de progesterona (Gestavec 250) por vía intramuscular. 
80 
• Método de punción todos los folículos mayores o iguales a 3 mm presentes 
en los ovanos fueron puncionados 
Se aplicaron cuatro tratamientos (cuatro animales por tratamiento) 
• Tratamiento 1 Se sincronizó la onda mediante punción folicular y se realizó 
una aspiración semanal (Ti P1x) 
• Tratamiento 2 Se sincronizó la onda mediante punción folicular y se 
realizaron dos aspiraciones semanales (T2 P2x) 
• Tratamiento 3 Se sincronizó la onda mediante el método hormonal y se 
realizó una aspiración semanal (T3 H1x) 
• Tratamiento 4 Se sincronizó la onda mediante el método hormonal y se 
realizaron dos aspiraciones semanales (T4 H2x) 
Las frecuencias de dos veces a la semana fueron realizadas a intervalos de 3 5 
días de modo que se realizaban aspiraciones los martes en la manana y los 
viernes en la tarde en tanto que las frecuencias de una vez a la semana 
(intervalo de siete días) fueron realizadas los miércoles por la manana 
Luego de finalizadas las siete semanas de aspiración las vacas fueron tratadas 
con Oxitetraciclina vía intramuscular segun dosis recomendada de acuerdo al 
peso e inmediatamente sometidas a un penodo de 15 dlas de descanso 
Postenormente todos los animales fueron sincronizados colocándoles un 
implante de progestágeno en la oreja más solución de valerato de estradiol y 
Norgestomend (CrestailD) intramuscular El implante fue retirado pasado nueve 
días seguido de una aplicación intramuscular de cloprostenol (Sincroplexe) a 
razón de 3 ml por animal Se realizó observación visual (mañana y tarde) de 
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observación visual (mañana y tarde) de todos los animales a partir de las 24 
horas de retirado el implante para comprobar la presentación del celo 
Parámetros evaluados 
• Cantidad de folículos aspirados por semana y sesión por tratamiento 
• Cantidad de los complejos cumulus ovoato obtenidos por semana y 
sesión por tratamiento 
• Calidad morfológica de los complejos cumulus ovoatos obtenidos por 
tratamiento 
• Presentación del celo postenor al tratamiento 
Análisis estadístico 
Los tratamientos fueron analizados mediante un diseño de bloques 
completamente al azar con arreglo factorial 2x2 y se trabajó con un nivel 
de significancia de a 0 05 El numero promedio de folículos aspirados de 
ovoatos recuperados y de ovoatos por calidad fue analizado empleando el 
procedimiento GLM de SAS (The SAS System) 
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CUADRO II ANÁLISIS DE VARIANZA DEL MODELO ESTADÍSTICO 
Fuente de variación 	 Grados de libertad 
Bloques 	 (B 1) 	 = 	 6 
Tratamientos 	 (T ” 	 = 	 3 
Sincronización 	 (S 1) 	 = 	 1 
Aspiración 	 (A 1) 	 = 	 1 
	
Sincr x Asp 	 (S 1) (A 1)= 	 1 
	
Error expenmental 	 (T 1)(B 1) = 	 18 
Total 
	
(SAR 1) = 	 27 
Modelo lineal aditivo 
El modelo lineal aditivo o modelo matemático planteado es el siguiente 
Yijk = y + A + aj + fa + (afi)jk + egk 
4 RESULTADOS Y DISCUCION 
El análisis de vananza del numero de folículos aspirados (NFA) y del 
promedio total de complejos cumulus ovocitos (COCs) recuperados por 
semana en cada tratamiento reveló diferencias significativas (P<0 01) entre 
tratamientos 
Las diferencias encontradas entre animales (P<0 01) consideramos son 
debidas a la variación individual en cuanto al numero de foliculos presentes 
en el ovario postenormente a la sincronización de la onda Es interesante 
puntualizar que incluso entre animales de la misma raza en iguales 
condiciones reproductivas como fue publicado por Solis (2006) en estudios 
de la dinámica folicular en hembras bovinas o como mencionaron Bó y 
Mapletoft (1999) existen factores individuales que determinan las 
características de la dinámica folicular ovárica 
La variación encontrada entre semanas (P<0 01) para el numero de folículos 
aspirados y el total de COCs recuperados fue analizada a través de análisis 
de regresión y no se ajustaron a modelos de regresión lineales ni cuadráticos 
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CUADRO III ANÁLISIS DE VARIANZA DEL PROMEDIO TOTAL DE 
OVOCITOS RECUPERADOS EN CADA TRATAMIENTO GL 
GRADOS DE LIBERTAD CV COEFICIENTE DE 
VARIACIÓN BLK BLOQUES TRT TRATAMIENTO REP 
REPLICAS 
de 
Dependiente Jotal_d_t  Complejos Cumulus 
	
E:Fuente 	 GL 	 Suma de cuadrados 	 Valor de F 	 Pr > F  
	
Modelo 	 39 	 3122 53571429 	 3 41 	 0 0001 
3209487 	 15 0892857 
TRT 3 1387 25000000 19 72 0 0001 
É 	 REP(TRT) 12 852 42857143 3 03 0 0017 1 
BLK TRT 18 358 37500000 0 85 0 6385 
En el Cuadro IV se observa que el tratamiento uno (Ti P1x sincronización 
de la onda folicular por puncion y frecuencia de aspiración una vez a la 
semana) no difinó (P>0 01) del tratamiento tres (T3 H1x sincronización de la 
onda folicular por método hormonal y frecuencia de aspiración una vez a la 
semana) En tanto que el Ti P1x y el T3 H1x difineron (P<0 01) de los 
tratamientos dos (T2 P2x sincronización de la onda folicular por punción y 
frecuencia de aspiración dos veces a la semana) y cuatro (T4 H2x 
sincronización de la onda folicular por método hormonal y frecuencia de 
aspiración dos veces a la semana) que no difineron entre sí 
0 649026 
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CUADRO IV NUMERO DE FOLÍCULOS ASPIRADOS OVOCITOS 
RECUPERADOS Y PORCENTAJE DE RECUPERACIÓN 
DE OVOCITOS POR SEMANA 
TRT Intervalo (días) COCs tEE NFA tEE % Recuperación 
T1 P1x 7 12 O ±0 8a 18 5 ±1 3' 65 
T2 P2x 35 176 	 08b  35 5 ±1 3b 50 
T3 H1x 7 113 ±o8  184  ±1 3a 61 
T4 H2x 35 195 ±0 8b  362 ±1 3b 54 
Las diferencias entre tratamientos observadas por nosotros concuerdan con 
lo publicado por Van der Schans et al (1991) García y Salaheddine (1998) y 
Mana et al (2004) quienes encontraron un mayor numero de folículos 
aspirados y ovocitos recuperados por semana cuando los animales eran 
sometidos a dos sesiones de aspiración en lugar de una García y 
Salaheddine (1998) arribaron a la conclusión de que la aspiración folicular 
parecía inducir y sincronizar las ondas foliculares lo que tiene un efecto 
positivo sobre el numero de foliculos disponibles para la aspiración (Simón et 
al 1993) y por consiguiente sobre el numero de COCs recuperados por 
semana Puede asumirse que el folículo dominante es eliminado en cada 
sesión cuando una vaca es aspirada dos veces por semana estimulando 
una onda adicional de foliculos más péguenos (Bergfelt et al 1994) 
Las similitudes encontradas en cuanto al numero de folículos disponibles 
para la aspiración y el numero de COCs colectados entre tratamientos (Ti 
P1x vs T3 H1x y T2 P2x vs T4 H2x) indican que cuando se sincroniza la 
onda folicular ya sea por punción folicular o por el método hormonal los 
resultados no difieren significativamente (P>0 01) En un expenmento similar 
Bacelar et al (2010) utilizaron novillas Nelore y encontraron una mejor 
respuesta en cuanto a numero de folículos aspirados y COCs recuperados 
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cuando la sincronización de la onda fue realizada con estradiol mas 
progesterona y prostaglandina que cuando fue sincronizada mediante 
aspiración y prostaglandina Por otra parte Goodhand et al (2000) luego del 
tratamiento con estradiol más progesterona y sin sincronización hormona dos 
días después del celo tampoco encontraron diferencias entre tratamientos Lo 
cual puede ser debido a que en este caso la aspiración se realizó dos dias 
después del celo en los animales donde no se sincronizó la onda folicular 
Los promedios semanales de numero de folículos aspirados estuvieron en el 
orden de 18 5 ±1 3 35 5 ±1 3 18 4 ±1 3 y 36 2±1 3 para el T1 P1x T2 P2x 
T3 H1x y T4 H2x respectivamente El numero de COCs recuperados por 
semana por tratamiento fue de 120 ±08 176 ±08 11 3 ±0 8 y 195 ±08 
para los tratamientos Ti P1x T2 P2x T3 H1x y T4 H2x respectivamente Al 
respecto no se encontró en la literatura investigaciones que comparen 
estadísticamente el numero de folículos aspirados y/o los COCs recuperados 
por semana Sin embargo Chaubal et al (2006) encontraron en vacas 
Angus 78 ±24 y 130 ±35 folículos aspirados por semana con frecuencias 
de una y dos veces a la semana respectivamente y recuperaron 4 6 ±1 9 y 
7 9 ±2 9 COCs en igual régimen de aspiración Estos resultados son 
evidentemente más bajos que los nuestros considerando que gran cantidad 
de estudios demuestran mayor respuesta en ganado Bos indicus debido a 
que los animales Bos indicus presentan naturalmente mayor numero de 
foliculos por onda COCs (Blaschi el al 2004) como indica Cruz et al (2009) 
cuando encontraron un promedio de 16 3 COCs procedente de vacas Bos 
indicus versus 4 6 COCs procedentes de vacas Bos taurus De cualquier 
forma podemos decir que nuestro hallazgo en cuanto a numero de folículos 
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aspirados y COCs recuperados se corresponden a los patrones descritos en 
animales Bos indicus señalados por autores como Viana et al (2003) Mana 
et al (2004) y Ramos et al (2006) 
El porcentaje de recuperación para los tratamientos Ti P1x T2 P2x T3 H1x 
y T4 H2x fueron de 65 50 61 y 54% respectivamente De igual forma Viana 
et al (2003) encontraron mayores tasas de recuperación cuando se 
realizaba una frecuencia de aspiración semanal que cuando se realizaban 
dos aspiraciones semanales sin embargo sus valores fueron un poco 
mayores (74 3% versus 59 9%) Tasas de recuperación mucho más bajas a 
las obtenidas en nuestro trabajo fueron reportadas por Broadbent et al 
(1997) (32 3 284 y 20 1%) cuando se realizaron aspiraciones una vez a la 
semana durante 4 8 y 12 semanas respectivamente Petyin et al (2003) 
obtuvieron tasas de recuperación algo similares a las nuestras (58 5 y 45 6%) 
con aspiraciones en distintas fases del ciclo estral En estudios realizados por 
Ramos et al (2006) publicaron un 71 39% de recuperación cuando 
aspiraron vacas Gir dos veces a la semana En tanto que Yang et al (2005) 
alcanzaron valores de 76 2 70 3 y 66 6% en vacas aspiradas una vez a la 
semana No obstante es importante acotar que el porcentaje de recuperación 
está influidos por multiples factores que dependen tanto del sistema de 
aspiración empleado como de factores inherentes al propio individuo 
Cuando el numero de foliculos aspirados y el total de COCs recuperados por 
tratamiento fueron analizados por sesiones de aspiración (Cuadro V) se 
obtuvieron promedios de numero de folículos aspirados de 185 ±1 2 17 8 
±12 18 4 ±1 2 y 18 1±1 2 y recuperándose 12 0 ±0 6 8 8 ±0 6 11 3 ±0 6 y 
88 
9 7 ±06 COCs para el T1 P1x T2 P2x T3 H1x y T4 H2x respectivamente 
Al respecto Viana et al (2003) con vacas no lactantes de la raza Gir a 
intervalos de una y dos aspiraciones a la semana obtuvieron 12 1 ±06 y 11 6 
±0 6 foliculos aspirados al tiempo que recuperaron 8 9 ±0 8 y 7 0 ±0 7 
COCs respectivamente Ramos et al (2006) aspiraron dos veces a la 
semana vacas no lactantes de la misma raza y publicaron 13 63 ±5 85 
folículos aspirados y 9 73 ±8 13 COCs recuperados por sesión Por otro lado 
valores mucho menores a los nuestros de folículos aspirados (11 ±45 y 72 
±2) y COCs recuperados (7 4 ±3 3 5 4 ±3 0) fueron reportados por Bacelar 
et al (2010) con novillas Nelore de baja condicion corporal (2 5 en la escala 
de 1 a 5) y sincronizacion de la onda con progesterona y estradiol versus 
sincronización por punción Yang et al (2005) una vez a la semana con 
razas europeas asiáticas y sus hibndos encontraron 10 1 ±0 7 11 7 ±0 5 y 
114 ±05 folículos aspirados y 77 ±04 78 ±05 y 80 ±05 COCs 
recuperados respectivamente Algunos otros autores han publicado valores 
menores por sesión de aspiración empleando razas europeas (Gibbons et al 
1994 Garcia y Salaheddine 1998 Broadbent et al 1997 Chaubal et al 
2006) 
En cuanto al numero de folículos aspirados por sesión no se encontraron 
diferencias significativas entre tratamientos (P>0 05) Sin embargo el total de 
COCs recuperados fue mayor (P<0 05) cuando los animales fueron aspirados 
una vez a la semana Estos resultados concuerdan con lo reportado por 
Viana et al (2003) cuando aspiraron vacas Gir a frecuencias de una y dos 
veces por semana y no encontraron diferencias en el numero de folículos 
aspirados por sesión (12 1 ± 06 versus 11 6 ± 06 P> 0 05) pero más COCs 
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fueron recuperados en la frecuencia de una vez a la semana (8 9 ± 0 8 
versus 70 ± 07 P<0 01) en lugar de dos veces a la semana Contrariamente 
Van der Schans et al (1991) Garcia y Salaheddine (1998) con novillas 
Holstein Friesian Gibbons et al (1994) y Chaubal et al (2006) con vacas 
Angus reportaron que la frecuencia de recolección de una o dos veces a la 
semana no afecto el numero de folículos aspirados ni el numero de COCs por 
sesión En concordancia con Viana et al (2003) la mayor eficiencia en la 
recuperación de COCs en vacas con menor frecuencia de aspiración puede 
estar relacionada con un periodo de tiempo mayor que permite sanar las 
lesiones provocadas y por consiguiente una mayor facilidad durante la 
manipulación de los ovarios en las sesiones postenores o para la reabsorción 
de los foliculos llenos de sangre que pueden ser identificados 
incorrectamente como foliculos aptos para la aspiración Unido a esto la 
baja calidad del bloqueo anestesie° luego de vanas sesiones de OPU 
tambien se cree pudieran contribuir negativamente a una más baja tasa de 
recuperacion de ovocitos en los animales aspirados dos veces por semana 
(Viana et al 2003) 
CUADRO V PROMEDIO TOTAL DE OVOCITOS RECUPERADOS Y 
NUMERO DE FOLÍCULOS ASPIRADOS POR SESIÓN DE 
ASPIRACIÓN 
TRT Sesiones (n) COCs tEE NFA tEE 
T1 Plx 28 120 ±o6  18 5 11 2 a 
T2 P2x 56 88 ±0 6b  178 ±1 2a 
T3 Hlx 28 113 ±06a 18 4 ±1 2 
T4 H2x 56 9 7 ±0 6b  181 ±1 2 
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En él analisis de calidad de los ovocitos (Cuadro VI) no se encontraron 
diferencias (P>0 05) entre el Ti P1x con el T3 H1x y el T2 P2x tampoco 
difinó (P>0 05) del T4 H2x Esta tendencia refleja claramente que el efecto 
de la sincronización de la onda folicular ya sea por punción u hormonal no 
tiene ningun efecto sobre la calidad de los ovocitos recuperados tal y como 
coincidieron con nosotros Bacelar et al (2010) quienes adoptaron una 
escala de clasificación un tanto similar a la nuestra y no encontraron grandes 
diferencia entre las calidades de los ovocitos cuando sincronizaron la onda 
con estradiol y progesterona versus punción folicular excepto en los COCs 
de grado dos donde si reportaron diferencias y Goodhand et al (2000) que 
tampoco encontraron diferencias en calidad de ovocitos cuando compararon 
tratamientos con estradiol más progesterona versus tratamiento sin 
hormonas Otros autores han realizado pre estimulación con otras hormonas 
como FSH (Gibbons et al 1994 Bungartz et al 1995) y no han observado 
diferencias en la calidad de COCs colectados entre vacas pre estimuladas o 
no 
CUADRO VI GRADOS DE CALIDAD DE LOS OVOCITOS ASPIRADOS 
POR TRATAMIENTO 
4-, 
Aptos para FIV No aptos para 
TRT FIV 
COCs Ovl tEE 	 0v2 tEE 0v3 tEE 0v4 tEE 
T4 H2x 195 31 a ±0 3 	 49a 	 ±04 88a ±07 27a ±03 
T2 P2x 176 27a  ±03 	 44ab ±04 84a ±07 21 ab ±03 
T1 PU 120 16 1'103 	 37 bc ±04 51 b ±07 16 b ±03 
T3 Hlx 113 13 b ±03 	 26 C ±04 59 b ±07 15b±03 
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En cuanto al numero de ovocitos de mayor calidad (P<0 05) que presentaron 
el T2 P2x y el T4 H2x sobre el Ti P1x y el T3 H1x (P<0 05) a nuestro criterio 
se debido logicamente al mayor numero de ovocitos colectados por efecto de 
la aspiración dos veces a la semana en lugar de una Por tal motivo la calidad 
de los ovocitos fue evaluada porcentualmente (Cuadro VII) 
CUADRO VII PORCENTAJE DE GRADOS DE CALIDAD DE COCS 
OBTENIDOS POR TRATAMIENTO 
Aptos pan FIV No aptos para FIV 
TRT COCs (n) 
Ovi (%) 0v2 (%) 0v3 (h) 0v4 (%) 
T1 1Xp 337 133a 305a 428a 13 3 a 
T2 2xp 493 153a 250a 477a 11 9 a 
T3 1Xh 301 115a 230a 522a 13 3 a 
T4 2xh 545 15 9 a 25 1 a 45 1 a 13 8 a 
Cuando fueron evaluados los porcentajes por gados de calidad de los COCs 
recuperados por tratamiento no se encontraron diferencias estadisticas 
(P>0 05) entre tratamientos esto nos permite inferir que las frecuencias de 
aspiracion de una o dos veces a la semana no afectaron la calidad de los 
COCs recuperados Estos resultados concuerdan con lo mencionado por 
L... Seneda et al (2001) quienes afirman que la calidad de los ovocitos no 
cambia dependiendo de la etapa del ciclo estral Sin embargo discrepan con 
lo descnto por Simon et al (1993) y Merton et al (2003) quienes aducen una 
mejor calidad de ovocitos cuando las vacas son aspiradas a intervalos de tres 
o cuatro dias en lugar de siete días Al respecto Chaubal et al (2006) 
encontraron igual calidad de ovocitos en vacas aspiradas una o dos veces a 
la semana y no en tanto Viana et al (2004) reportaron mayor calidad de 
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COCs cuando se realizaron frecuencias de dos aspiraciones semanales en 
lugar de una. 
FIGURA No 12 GRADOS DE CALIDAD DE LOS COCS POR 
TRATAMIENTOS 
ao 
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En cuanto a los grados de calidad de los COCs, se reflejó en todos los 
tratamientos una tendencia a obtener mayor calidad de ovocitos de grado 
tres, seguida da los de grado dos y de los de grado uno y cuatro que se 
mostraron similares (Figura No 12). En concordancia con nuestro hallazgo, 
Bacelar et al. (2010), usaron una escala de clasificación bastante similar a la 
nuestra y encontraron mayor cantidad de COCs de tercera categoría, seguido 
de los de segunda categoría y finalmente los de cuarta y primera categoría. 
En frecuencias de una y dos veces a la semana, Chaubal et al. (2006), 
igualmente encontraron mayor cantidad de ovocitos de tercera categoría, sin 
embargo, el número de ovocitos desnudos o de cuarta categoría fue mayor a 
los de grado uno y dos, aun cuando estos dos últimos fueron agrupados en 
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un solo numero De las variaciones encontradas es importante puntualizar 
que al igual que el porcentaje de recuperacion la calidad de los ovocitos 
puede ser influenciada en gran medida por aspectos técnicos como el 
procedimiento de aspiracion tipo de aguja y diametros y la presion de vacio 
de aspiración (Palma el al 2008) 
Como resultado colateral a la investigacion se estudio el efecto de la 
aspiración folicular sobre el restablecimiento del ciclo estral en las hembras 
donadoras de ovocitos Luego de la sincronizacion con progestágeno más 
estradiol (Crestare) y prostaglandina (Sincroplexe) realizada a todos los 
animales después de 15 días de descanso una vez finalizado el periodo de 
aspiración se evidencio claramente el celo en 15 de los 16 animales 
empleados en el estudio De modo que se demostro que las sesiones de 
aspiración no afectaron el ciclo sexual de las hembras trabajadas A pesar de 
que escasos son los informes sobre el impacto de la aspiración folicular 
transvaginal sobre la salud de la donante y su comportamiento reproductivo 
futuro (Palma 2008) algunos autores al igual que nosotros han encontrado 
que el procedimiento no afecto la capacidad de presentar un nuevo estro 
(Donnay et al 1997 Maillard et al 2003) e incluso la fertilidad (Donnay et al 
1997) 
5 CONCLUSIONES 
De acuerdo con nuestros resultados podemos arribar a las siguientes 
conclusiones 
Empleando la técnica de aspiración folicular transvaginal en donantes de alto 
potencial genético se pueden obtener COCs aptos para fecundación in vitro 
de acuerdo a los resultados de las evaluaciones morfológicas de los mismos 
No existen diferencias significativas para numero de folículos aspirados 
numero de COCs obtenidos y calidad de COCs recuperados 
independientemente del método de sincronización de la onda folicular 
utilizado (punción folicular o sincronizacion hormonal) 
La frecuencia de aspiración dos veces a la semana permite la disponibilidad 
de mayor numero de foliculos para la aspiración y más complejos COCs por 
semana Empero igual cantidad de foliculos y mayor cantidad de COCs son 
obtenidos por sesión de aspiración cuando se emplea la frecuencia de 
aspiracion una vez a la semana 
_.) 
Las frecuencias de aspiración de una o dos veces a la semana no afectan la 
calidad de los ovocitos recuperados 
La tecnica de aspiracion folicular transvaginal empleada de forma repetida 
durante siete semanas no afecto la actividad sexual de los animales ya que 
los mismos pudieron restablecer su ciclicidad después de finalizado el 
tratamiento 
6 RECOMENDACIONES 
Sobre la base de nuestros resultados podemos recomendar 
Si se van a emplear vacas que no se conoce el momento del ciclo en que se 
encuentran en el momento de realizar la aspiración recomendamos el 
empleo del tratamiento de sincronización hormonal (Estradiol más 
progesterona) Debido a que esta sincronización puede ser realizada en la 
finca por cualquier operador y elimina la necesidad de una visita adicional 
para la aspiración de los folículos de la onda presente 
En caso que se disponga de donadoras permanentes la aspiración dos 
veces a la semana seria la frecuencia de elección ya que aporta la mayor 
cantidad de COCs para los programas de FIV 
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